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[-32P]dCTP: desoxicitidina 5´-trifosfato -32P 
[-32P]ATP: adenosín trifosfato -32P 
3-AT: 3-amino-1,2,4 triazol 
A: adenina 
ABA: ácido abscísico 
ADP: adenosina difosfato 
Apdo: apartado 
As(V): arseniato 
ATP: adenosín trifosfato 
BAP: N6-Benziladenina 
cDNA: DNA complementario 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
DO: densidad óptica 
EtBr: bromuro de etidio 
Gb: giberelina 
GFP: proteína fluorescente verde procedente de Aequorea victoria 
H: histidina 
HA: epítopo procedente de la hemaglutinina (YPYDVPDYA) 
L: leucina 
LB: medio de cultivo de Luria-Bertani 
mA: miliamperios 
MS: medio de crecimiento de plantas de Murashige y Skoog 
NADP: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
P: fósforo 
pb: pares de bases 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PEPC: fosfoenol piruvato carboxilasa 
Pi: ortofosfato inorgánico 
PMSF: fluoruro de fenil-metil-sulfonilo  
Po: fósforo orgánico 
PPi: pirofosfato 
PVDF: fluoruro de polivinilideno  
RNA: ácido ribonucleico 
rpm: revoluciones por minuto 
rRNA: RNA ribosómico 
RuBisCO: ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa 
SDS: dodecil sulfato sódico 
ufc: unidades formadoras de colonias 
V: voltios 
W: triptófano 
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 Las plantas a lo largo de la evolución han desarrollado una serie de sistemas 
adaptativos que les permite adecuar su crecimiento para hacer frente a situaciones de 
privación de fosfato (Pi), que implican cambios a nivel de desarrollo, fisiológicos, 
bioquímicos y moleculares. En este trabajo, se ha abordado la búsqueda de nuevos 
genes que intervengan en dicha respuesta adaptativa. Para lograr este fin, se han 
buscado proteínas que interaccionan con SPX1, un represor de las respuestas al ayuno 
de Pi, utilizando la técnica de los dos híbridos en levaduras. En este escrutinio se aisló 
el gen bHLH149, que codifica una proteína nuclear con características de factor 
transcripcional pero sin capacidad de unión a DNA. bHLH149 interacciona in vivo con 
SPX1 de manera más eficiente durante el ayuno de Pi y con PHO2, otro gen regulador 
de la respuesta. Los niveles de acumulación de la proteína bHLH149 en función de la 
cantidad de Pi del medio están regulados por SPX1 y PHO2. Así, en condiciones de 
suficiencia de fosfato, PHO2 actuaría como regulador negativo de la acumulación de 
bHLH149 y durante la carencia de Pi SPX1 actuaría como regulador positivo de su 
acumulación. La alteración en los niveles de expresión de bHLH149 provoca cambios 
en el tamaño de las células epidérmicas así como en la biomasa de la planta, indicando 
que este gen regula negativamente el tamaño celular, así como el porte de la planta. Este 
control se ejerce probablemente a través de la ruta de los brasinoesteroides, mediante la 
interferencia con los factores transcripcionales BEE1 y BEE2. De los resultados 
obtenidos se propone que bHLH149 controla el crecimiento y la proliferación celular 














 Plants have evolved a number of adaptive responses to cope with growth in 
conditions of limited phosphate supply involving physiological, metabolic and 
developmental changes. Our approach was to search for new genes that participate in 
this pathway. To achieve this goal, we searched for proteins interacting with SPX1, a 
repressor of phosphate starvation responses, using the yeast two hybrid technology. In 
this screening we isolated bHLH149, a gene encoding a nuclear non-DNA binding 
protein, which interacts with SPX1 in vivo more efficiently during phosphate starvation, 
and also with PHO2, another key regulatory gene of the signalling pathway. The 
bHLH149 protein accumulation depends upon the phosphate content during growth and 
is regulated by SPX1 and PHO2. During normal phosphate supply, PHO2 would act as 
a negative regulator of bHLH149 protein accumulation, whereas during phosphate 
starvation SPX1 would act as a positive regulator of its accumulation. The alteration of 
bHLH149 expression leads to changes in the size of the epidermal cells as well as in the 
plant biomass, indicating that this gene regulates negatively, both the cellular size and 
biomass. This control is exercised probably by the regulation of the brassinosteroid 
pathway, through the interaction with BEE1 and BEE2, which prevents the binding of 
these proteins to the DNA. Our results indicate that the control of cell growth and 




















































































Las plantas están sometidas a un conjunto de condiciones externas que afectan a 
su crecimiento, desarrollo y capacidad reproductora. Cuando las condiciones 
ambientales son subóptimas se genera una situación de estrés cuyo resultado final es 
una merma en la producción agrícola, en el caso de las plantas cultivadas. Uno de los 
tipos de estrés abiótico más importantes lo constituyen las deficiencias nutricionales. 
Sin embargo, en el contexto de la agricultura en países desarrollados, las pérdidas 
sufridas por las deficiencias nutricionales no se han considerado graves, ya que el 
sencillo aporte de fertilizantes es suficiente para paliar su déficit. No obstante, el abuso 
en la utilización de fertilizantes en la agricultura tiene varios efectos adversos. Además 
del coste económico, que se está incrementando considerablemente en los últimos años, 
la aplicación en exceso de fertilizantes tiene un enorme impacto medioambiental por sus 
efectos nocivos en la calidad de las aguas. Por otro lado, algunos nutrientes como el 
fósforo, constituyen en la práctica un recurso no renovable, cuyas fuentes minerales con 
bajo coste de extracción se están agotando (Gilbert, 2009). Es, por tanto, uno de los 
retos de la biotecnología conocer en profundidad las bases moleculares de las respuestas 
de las plantas frente a las deficiencias nutricionales y aprovechar este conocimiento para 
conseguir cultivos que aprovechen de forma más eficiente los nutrientes del suelo.  
 
1. EL FÓSFORO COMO NUTRIENTE EN LAS PLANTAS 
 
El fósforo (P) es un macronutriente esencial para las plantas, cuyo contenido 
total oscila entre 0,05 y 0,5% del peso seco de la planta y juega un papel fundamental en 
una gran cantidad de procesos celulares, tales como: generación de energía, síntesis de 
ácidos nucleicos, fotosíntesis, respiración, síntesis y estabilidad de membranas, 
activación/desactivación de enzimas, señalización y metabolismo de glúcidos 
(Marschner, 1995). A pesar de que este mineral es bastante abundante en la litosfera es, 
frecuentemente, un factor limitante en la productividad. Este hecho se debe a que las 
plantas absorben el P como ortofosfato inorgánico (Pi), y éste se encuentra en más del 





en suelos ácidos y Ca
2+
 en suelos calcáreos. Todo esto 
contribuye a que la concentración de fosfato inorgánico libre en el suelo sea 
frecuentemente entre 1.000 y 10.000 veces inferior que en el interior celular (Holford, 
1997). Esto ha obligado a que las plantas y otros organismos que obtienen el Pi del 
suelo dispongan de sistemas eficientes para su absorción mediante transporte activo en 
contra de gradiente, así como numerosos mecanismos celulares para mantener constante 
el contenido de Pi intracelular. 
 
2. ADAPTACIÓN DE LAS PLANTAS AL AYUNO DE Pi 
 
Las plantas han desarrollado una serie de sistemas adaptativos que les permiten 
adecuar su crecimiento para hacer frente a situaciones de privación de Pi, que implican 
cambios a nivel de desarrollo, fisiológicos, bioquímicos y moleculares (revisado en 
Raghothama, 1999; Abel y col., 2002; Rausch y Bucher, 2002; Vance y col., 2003, 
Franco-Zorrilla y col., 2004; Ticconi y Abel, 2004; Rouached y col., 2010). A 
continuación, se revisan los conocimientos actuales sobre la respuesta de las plantas a 
esta carencia nutricional. Cabe destacar que Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) 
comparte la mayoría de las respuestas adaptativas con el resto de las especies vegetales, 
por lo que la mayor parte del conocimiento que se posee acerca de las respuestas al 
ayuno de Pi, en particular fisiológico, bioquímico y molecular, proceden del estudio de 
esta especie, debido a la gran cantidad de herramientas genéticas, genómicas y 
proteómicas disponibles. 
 
2. 1 Modificaciones en el patrón de desarrollo de las plantas 
Las adaptaciones relacionadas con el desarrollo afectan fundamentalmente a la 
arquitectura de la raíz, orientadas a aumentar la superficie de contacto con el suelo. 
Estos cambios incluyen un incremento en la tasa de crecimiento de la raíz con respecto 
a la parte aérea, gracias a un aumento en el número y en la longitud de raíces laterales, 
si bien existe una disminución en el crecimiento de la raíz principal. Asimismo, se 
produce un aumento en el número y en longitud de los pelos radiculares (Figura 1) 
(Bates y Lynch, 1996; Ma y col., 2001; Williamson y col., 2001; López-Bucio y col., 
2003). Mediante estas estrategias se aumenta la superficie de contacto entre la raíz y el 
suelo (rizosfera), fundamentalmente en las capas más superficiales del suelo, que es 
donde se encuentra mayoritariamente el Pi libre. 
Una respuesta adaptativa común a numerosas especies de plantas, 
fundamentalmente de la familia Proteaceae, es la formación de estructuras 
especializadas en la movilización y captación de Pi del suelo. Dichas estructuras, 




emergen del periciclo (López-Bucio y col., 2003). Por otro lado, la mayor parte de las 
especies vegetales, son capaces de establecer interacciones simbióticas con hongos 





Figura 1 Crecimiento de la roseta de plantas cultivadas en medio completo (+Pi) a la izquierda y en 
medio sin Pi (-Pi) (derecha). En la parte inferior se detalla el crecimiento los pelos radiculares de 
plantas cultivadas durante 7 días en placas verticales en medio completo (+Pi) y sin Pi (-Pi). 
 
2. 2 Modificaciones fisiológicas 
 Bajo situaciones moderadamente carenciales de Pi, o bien en estadíos tempranos 
del estrés, las plantas tienden a mantener constantes los niveles de Pi citosólico a 
expensas del almacenado en la vacuola. Cuando la situación de ayuno perdura, el Pi 
citosólico disminuye, por lo que se disparan una serie de respuestas que implican la 
movilización de Pi de las hojas más viejas a las más jóvenes, así como de la parte aérea 
a la raíz, que pasa a funcionar como sumidero de Pi y otros nutrientes como glúcidos 
(Adalsteinsson y Jensen, 1990; Raghothama, 1999). Ambos procesos contribuyen al 
incremento del crecimiento de la raíz en relación a la parte aérea característico de la 
respuesta al ayuno de Pi, lo que contribuye a la mejor absorción de dicho 
macronutriente. 
 
2. 3 Modificaciones bioquímicas 
 Los cambios a nivel bioquímico responden principalmente a dos objetivos: 
aumentar la disponibilidad de Pi endógeno y el presente en el suelo, y la adaptación 
metabólica al estrés nutricional. 
+Pi - Pi
+Pi - Pi
2. 3. 1 Movilización y aprovechamiento del Pi endógeno y externo 
La movilización y aprovechamiento del Pi implica la inducción de 
transportadores de Pi de alta afinidad, así como la secreción de ácidos orgánicos, 
protones, fosfatasas y ribonucleasas (RNasas; Raghothama, 1999; Vance y col., 2003). 
El Pi que se encuentra en disolución en el suelo llega mediante difusión a la 
superficie de la raíz, donde es interiorizado rápidamente por transporte activo, 
provocando una depleción local del nutriente y aumentando con ello la tasa de difusión 
a la rizosfera (Barber y col., 1963; Holford, 1997; Comerford, 1998; Hinsinger, 2001). 
Aunque el Pi en el suelo raramente sobrepasa concentraciones de 2 µM, en el interior de 
las células alcanza valores entre 2-20 mM (Bieleski, 1973; Schachtman y col., 1998). 
Debido a estas diferencias y al potencial negativo de la membrana plasmática, se 
requiere un transporte activo para la entrada del Pi, que va acompañado de un 
cotransporte de cationes H
+
 (Schachtman y col., 1998; Reid y col., 2000). Diversos 
estudios demuestran que las plantas poseen un sistema de transporte para la captación 
del Pi del suelo (Bieleski, 1973; Smith y col., 2000; Lambers y col., 2006; Catarecha y 
col., 2007). Los transportadores se encuentran localizados en la membrana plasmática 
de las células epidérmicas específicamente en los pelos radiculares, sugiriendo su 
importancia en la adquisición de Pi soluble en el medio (Daram y col., 1998; Chiou y 
col., 2001). Una vez interiorizado, el Pi se mueve a través del simplasto hasta llegar al 
xilema, a través del cual se distribuye al resto de la planta. En el interior de las células 
sumidero, el Pi es transportado en contra de gradiente mediante transportadores de baja 
afinidad a los cloroplastos y mitocondrias (Versaw y col., 2002). Además, el Pi se 
transporta del citoplasma hacia la vacuola y de la vacuola al citoplasma como 
mecanismo de homeostasis de Pi citosólico (Mimura, 1999). 
Por otra parte, en condiciones de carencia de Pi, las plantas secretan a la 
rizosfera ácidos orgánicos derivados del ciclo de Krebs, fundamentalmente ácido málico 
y cítrico (Figura 2). Estos compuestos desplazan el Pi de las moléculas de las que forma 







así la solubilidad del Pi (Jones, 1998; Hinsinger, 2001; Ryan y col., 2001). Además, la 
secreción de ácidos contribuye a controlar la acidez intracelular (Raven y Smith, 1976). 
Dicho efecto sobre el pH intracelular podría ser un modo de permitir la actividad 
glucolítica en condiciones de carencia de Pi a través del enzima PEPC, que requiere un 




Otro mecanismo general de las plantas para incrementar la disponibilidad de Pi 
intracelular y extracelular consiste en la inducción de enzimas movilizadoras de Pi, tales 
como fosfatasas y RNasas, algunas de la cuales se secretan al exterior celular. En 
particular, el genoma de Arabidopsis codifica 29 fosfatasas ácidas, la mayoría de cuyos 
genes se inducen bajo privación de Pi (del Pozo y col., 1999; Li y col., 2002). En cuanto 
a las RNasas, su importancia estriba en su capacidad de degradar ácidos ribonucleicos, 
contribuyendo de este modo a la movilización de Pi. Al igual que las fosfatasas, las 
RNasas también se inducen en respuesta a otros estreses relacionados con la 
movilización de Pi. En Arabidopsis, RNS1, RNS2 y RNS3 incrementan su expresión en 
tejidos senescentes y, adicionalmente, RNS1 y RNS2 en respuesta al ayuno de Pi (Taylor 
y col., 1993; Bariola y col., 1994). 
 
 
Figura 2 Esquema de los procesos de solubilización y absorción del fosfato inorgánico (Pi) y 
movilización del fosfato orgánico (Po) en el suelo.  
  
2. 3. 2 Adaptaciones metabólicas endógenas al estrés de Pi 
En respuesta al ayuno de Pi se produce una serie de adaptaciones metabólicas 
que tienen por objeto asegurar el correcto funcionamiento de las células en condiciones 
de bajo Pi intracelular. Estas adaptaciones están encaminadas a reducir los 






































la respiración oxidativa (Duff y col., 1989), así como cambios en la síntesis de almidón 
y metabolitos secundarios, y en la composición lipídica de las membranas tilacoidales 
(Essigmann y col., 1998). En cuanto a la ruta alternativa de la glucólisis, el ayuno de Pi 
provoca la disminución de ATP y ADP, mientras que la concentración de pirofosfato 
(PPi) se mantiene más estable (Theodorou y Plaxton, 1993). Por ello, las etapas de la 
glucólisis que necesitan Pi o adenilatos, pueden ser sustituidas por otras que en su lugar 
precisen PPi o NADP
+
, con la finalidad de asegurar la producción de moléculas 
orgánicas (Figura 3). La respiración mitocondrial también se encuentra afectada por la 
deficiencia de Pi en el medio. En dichas condiciones se produce un incremento en la 
relación ATP/(ADP + Pi), a pesar de que la cantidad de cada uno de ellos disminuye 
(Bryce y col., 1990). Este fenómeno provoca la inhibición de la fosforilación oxidativa 
debido a una reducción de la actividad de la citocromo oxidasa, que requiere ADP + Pi 
para su funcionamiento. Este hecho supone una disminución del transporte de 
electrones a través de la ruta del citocromo. El empleo de vías alternativas de oxidación 
no fosforilativa ayuda a mantener el estado redox en la célula (Rychter y col., 1992). 
El metabolismo primario también sufre variaciones en función de la 
concentración de Pi, afectando a la síntesis de almidón y a la tasa de fijación de CO2 
(Fredeen y col., 1990). La falta de Pi impide la salida de triosas-fosfato del cloroplasto 
al citoplasma. Dado que las triosas-fosfato y el Pi son efectores positivo y negativo, 
respectivamente, de la ADP-glucosa pirofosforilasa, enzima limitante en la síntesis de 
almidón, la carencia de Pi tiene como resultado una acumulación de almidón en el 
interior del cloroplasto. Por otro lado, la tasa de fijación de CO2 se ve reducida debido a 
una disminución en la regeneración de la ribulosa-1,5-bisfosfato, a causa de la 
reducción de la actividad de la RuBisCO dependiente de ATP y de la cantidad de 
triosas-fosfato en el estroma. 
En condiciones de estrés nutricional, el metabolismo secundario cobra vital 
importancia en las plantas. En situaciones en la que existe deficiencia de Pi, es habitual 
la acumulación de metabolitos secundarios tales como antocianinas, que protegen a los 
cloroplastos de la fotoinhibición resultante de las reacciones fotoquímicas derivadas de 







Figura 3 Modelo de las rutas alternativas en la glucólisis y en la respiración mitocondrial en plantas 
sometidas a ayuno de Pi. Las flechas rojas muestran las rutas alternativas que permiten sortear los 
enzimas que utilizan adelinato y/o Pi. Las enzimas implicadas en dichas rutas se presentan en rojo: A, 
fructosa-6-P 1-fosfotransferasa; B, NADP-gliceraldehido-3-P deshidrogenasa no fosforilativa; C, 
fosfoenolpiruvato fosfatasa vacuolar; D, fosfoenolpiruvato carboxilasa; E, malato deshidrogenasa; F, 
enzima málica. Las enzimas que median las reacciones convencionales se indican con números 
negros: 1, fosfofructoquinasa; 2, NAD-gliceraldehido-3-P deshidrogenasa fosforilativa; 3, 
fosfoglicerato quinasa; 4, piruvato quinasa citosólica. 
 
Durante el ayuno por fosfato también se modifica la composición lipídica de las 
membranas tilacoidales, compensándose la reducción en la cantidad de fosfolípidos con 
un aumento en sulfolípidos y mono- y di-galactolípidos. Estos cambios suponen el 
mantenimiento de la integridad de las membranas en condiciones en las que el Pi es 




























































encuentran típicamente en las membranas tilacoidales, se ha propuesto que remplazan a 
los fosfolípidos incluso en la membrana plasmática en condiciones de carencia de Pi. 
Esto se debe a que, durante el ayuno, los productos de la hidrólisis de los fosfolípidos 
además de constituir una fuente de Pi, actúan como sustratos para la síntesis de 
galactolípidos (Cruz-Ramírez y col., 2006). 
 
3. CONTROL DE LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL AYUNO DE Pi 
 
 Aunque existe una gran cantidad de información disponible acerca del control de 
la respuesta a estrés por deficiencia Pi en bacterias (Hulett, 1996; Lamarche y col., 
2008) y levaduras (Mouillon y Persson, 2006), en plantas este sistema de regulación y 
su complejidad comienza a ser desentramado, en parte gracias a las aproximaciones 
genéticas y a los estudios transcripcionales de genomas completos. Además, las plantas 
son sistemas biológicos complejos, en los que la regulación de las respuestas al estrés 
nutricional debe estar coordinada en los diferentes órganos y tipos celulares, lo que 
implica la existencia de señales de regulación a larga distancia. En la actualidad se 
conoce que el control más importante de la respuesta frente al estrés se realiza a nivel 
transcripcional fundamentalmente a través del concurso de los factores de transcripción. 
No obstante se han identificado otras proteínas implicadas en la respuesta así como 
mecanismos de regulación a nivel post-transcripcional. Además, hay evidencias de la 
implicación de diversas señales hormonales en la respuesta frente al estrés nutricional. 
 
3.1 Respuesta al estrés de Pi a nivel transcripcional 
Inicialmente, los estudios de expresión génica se centraron en el análisis de la 
expresión de genes presumiblemente implicados en la defensa frente al estrés (tales 
como RNasas, fosfatasas y transportadores de Pi de alta afinidad) o en escrutinios 
diferenciales de genotecas de cDNA (Burleigh y Harrison, 1998; del Pozo y col., 1999; 
Martín y col., 2000). Estos estudios han mostrado que muchos de los genes del sistema 
de respuesta frente al ayuno están regulados a nivel transcripcional, por lo que se ha 
propuesto la existencia en plantas de un sistema de salvamento inducible por ayuno que 
responde a un mecanismo regulador común. 
El desarrollo de micromatrices y su uso para el análisis de los perfiles 
transcripcionales frente a un estímulo en especies modelo, ha revelado que el genoma es 




dinamismo, tanto cuantitativamente como cualitativamente, se debe a la acción de los 
factores de transcripción específicos. En sistemas complejos, la regulación de la 
expresión génica es el resultado de la actividad de diferentes factores de transcripción, 
componiendo una compleja red de interacciones moleculares responsables de elaborar 
un programa transcripcional frente a un estímulo. En los últimos años se han descrito 
varios análisis globales de la actividad transcripcional durante el ayuno de Pi (Misson y 
col. 2005; Morcuende y col., 2007; Müller y col., 2007; Calderón-Vázquez y col., 2008; 
Bustos y col., 2010). Estos estudios han puesto de manifiesto la relevancia del estricto 
control transcripcional a la que está sometida esta respuesta, ya que aproximadamente 
4100 genes tienen alterada significativamente su expresión tras el estrés nutricional 
(aproximadamente 2100 genes se inducen y 2000 se reprimen) (Bustos y col., 2010). 
Entre los genes con niveles más elevados de inducción están los que corresponden a 
proteínas relacionadas con los sistemas de defensa frente a la carencia de Pi como 
fosfatasas, RNasas y transportadores de Pi, así como enzimas de síntesis de ácidos 
orgánicos, de metabolismo de lípidos y de síntesis de glúcidos. De la misma manera, se 
produce una activación del metabolismo secundario (antocianinas y flavonoides). 
Respecto a los genes cuya transcripción disminuye significativamente durante el estrés 
se encuentran los relacionados con la fotosíntesis (tanto de la fase oscura como la 
lumínica), síntesis de clorofilas, de la fotorrespiración, síntesis de ácidos nucleicos y 
proteínas, así como genes relacionados con el ciclo y división celular (Misson y col., 
2005; Morcuende y col., 2007; Bustos y col., 2010). 
Algunos autores han postulado la existencia de dos tipos de programas frente al 
estrés de Pi en función del momento de actuación (Hammond y col., 2003). El primero 
de ellos actuaría transitoriamente durante las etapas más tempranas del ayuno, e 
implicaría a genes relacionados con la respuesta general frente al estrés. El segundo 
programa comprendería a los genes más específicos del ayuno de Pi (Hammond y col., 
2003). Esta idea está además apoyada por el análisis del transcriptoma de raíces de 
plantas de tomate sometidas a diferentes deficiencias nutricionales (Pi, K y Fe). En este 
caso, muchos de los genes que se inducen tempranamente se activan por los tres 
estreses, poniendo de manifiesto una interacción entre las rutas de señalización de los 
distintos estreses para el mantenimiento de la homeostasis mineral en la célula y en la 
planta (Wang y col., 2002). 
 
 
3.1.1 Regulación de la transcripción: los factores de transcripción 
 La regulación de la expresión génica en eucariotas se realiza a través del núcleo 
del promotor y de los factores de transcripción, tanto generales como específicos. El 
núcleo del promotor de un gen marca el punto de anclaje para la RNA Polimerasa II y la 
maquinaria general de transcripción (factores de transcripción generales). Para que esta 
interacción se produzca de manera adecuada es necesaria la participación de factores de 
transcripción específicos que, mediante su unión a secuencias cis-reguladoras, modulan 
el inicio de la transcripción del gen diana de manera específica (Carey y Smale, 2000). 
Además, es necesaria la participación de co-activadores y co-represores que modulan a 
la maquinaria general directamente a través de la interacción con los factores de 
transcripción específicos o indirectamente modificando la estructura de la cromatina 
(Stargell y Struhl, 1996) (Figura 4). Los factores de transcripción específicos presentan 
un dominio de unión a DNA y en base a la similitud de dicho dominio se han 
clasificado en diversas familias (Riechmann y col., 2000). 
 
 
Figura 4 Modelo de la regulación transcripcional en eucariotas. Los coactivadores (en azul) son 
reclutados por los activadores unidos al promotor (en rosa) para remodelar la estructura de la 
cromatina (nucleosoma) y estimular la actividad de la maquinaria general de transcripción (en 
amarillo; factores de transcripción generales).  
 
3.1.2 Regulación transcripcional durante el ayuno de Pi en Saccharomyces 
cerevisiae 
El sistema eucariota en el que más se ha estudiado el control transcripcional de 
la respuesta al ayuno de Pi es Saccharomyces cerevisiae. El control de la transcripción 
depende de dos factores de transcripción, PHO2 y PHO4, pertenecientes 
respectivamente a las familias de homeodominio y básico hélice-giro-hélice (bHLH) 
















concentración de Pi en el medio, y por tanto en la célula, es elevada, el complejo 
PHO80 (ciclina)/PHO85 (quinasa dependiente de ciclina) fosforila a PHO4, impidiendo 
su translocación al núcleo. Además la fosforilación de PHO4 evita la interacción con 
PHO2, necesaria para la activación transcripcional del regulón, que permite la 
adaptación a condiciones de bajo aporte de Pi. Cuando el Pi es limitante, PHO81 
(inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina con dominio SPX) inhibe al complejo 
PHO80/PHO85, por lo que PHO4 se desfosforila, se transporta al núcleo y se une a 




Figura 5 Regulación de la expresión de genes inducibles por la carencia de Pi en Saccharomyces 
cerevisiae. 
 
3.1.3 Regulación transcripcional durante el ayuno de Pi en plantas 
 La respuesta frente a la carencia de Pi en plantas es bastante más compleja que 
en levaduras. En Arabidopsis el factor de transcripción PHR1 juega un papel central en 
el control de las respuestas frente al ayuno de Pi (Rubio y col., 2001; Bustos y col., 
2010). La proteína PHR1 controla a nivel transcripcional la mayoría de las repuestas de 
activación de genes que contribuyen en la adaptación al estrés (Bustos y col., 2010). 
Además de PHR1, se han descrito otros factores de transcripción implicados en la 
modulación de la respuesta, aunque no se ha establecido su posición exacta en la ruta de 
señalización. Por otro lado, aunque la transcripción de PHR1 no depende de la cantidad 
de Pi en la que se hayan cultivado las plantas (Rubio y col., 2001), el resto de los 
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factores de transcripción descritos responden a nivel transcripcional al estatus de Pi del 
medio, lo que apuntaría que actúan aguas abajo de PHR1. Hasta la fecha, los factores de 
transcripción implicados en la respuesta frente al ayuno de Pi son: PHR1, MYB62 y 
PHL1 (familia MYB; Rubio y col., 2001; Devaiah y col., 2009; Bustos y col., 2010), 
bHLH32 y OsPTF1 (familia bHLH; Chen y col., 2007; Yi y col., 2005), WRKY75 
(familia WRKY; Devaiah y col., 2007a) y ZAT6 (dedo de Zinc tipo C2H2; Devaiah y 
col., 2007b). A continuación se revisa la información que se posee sobre dichos factores 
de transcripción, agrupados por familias. 
 
3.1.3.1 Familia MYB 
Las proteínas MYB representan una de las familias de factores de transcripción 
más abundantes (Stracke y col., 2001). Se caracterizan por tener hasta tres repeticiones 
imperfectas de 53 aminoácidos denominados dominios MYB R1, R2 y R3, los cuales se 
unen a secuencias específicas del DNA. La mayor parte de estos factores de 
transcripción se agrupan dentro de la subfamilia R2R3 (Romero y col., 1998). En 
relación a la respuesta frente al estrés por deficiencia de Pi se han identificado tres 
miembros de esta familia: PHR1, MYB62 y PHL1. 
El primero de los factores de transcripción descritos en plantas en relación a la 
carencia de Pi fue PHR1, una proteína de tipo MYB con una sola repetición (Rubio y 
col., 2001). Esta proteína fue identificada mediante el estudio de mutantes de 
Arabidopsis con la respuesta frente a la carencia de Pi alterada. El mutante phr1 muestra 
una expresión reducida de varios genes que responden a la carencia de Pi, no acumula 
antocianinas durante el estrés y la relación raíz/parte aérea está reducida, indicando que 
es un regulador positivo de la respuesta (Rubio y col., 2001). El hecho de que la falta de 
antocianinas en el mutante sea exclusiva de la carencia de Pi y no de otros estreses 
indica que el control de las respuestas compartidas por distintos estreses se puede llevar 
a cabo parcialmente mediante sistemas reguladores independientes. PHR1, además del 
dominio de tipo MYB, posee un segundo dominio coiled-coil, posiblemente implicado 
en interacciones proteína-proteína. Este tipo de factores de transcripción en Arabidopsis 
está representado por 15 miembros, por lo que existe la posibilidad de redundancia 
funcional entre ellos, lo que podría explicar el hecho de que la mutación phr1 no 
provoque la ausencia total de la respuesta a la carencia de Pi. De hecho, uno de los 
miembros de esta familia, PHL1, actúa de forma redundante y sinergísticamente con 




dímero a una secuencia palindrómica imperfecta (Caja P1BS; GNATATNC) presente 
en los promotores de muchos de los genes que se inducen en la respuesta al estrés 
(Rubio y col., 2001; Franco-Zorrilla y col., 2004).  
Recientemente se ha implicado en la participación de esta respuesta al miembro 
de la subfamilia R2R3, MYB62. Este gen, además de controlar negativamente la 
inducción de algunos de los genes de respuesta a la carencia de Pi, también regula 
negativamente la síntesis de giberelinas y algunos de los genes implicados en la 
transición y desarrollo floral como el SOC1 y SUP. Se postula que este gen estaría 
implicado en la integración del estrés nutricional y de las respuestas a nivel de 
desarrollo (Devaiah y col., 2009). 
 
3.1.3.2 Familia bHLH 
En los últimos años se ha descrito la participación en la modulación de la 
respuesta al ayuno de Pi de dos miembros de la familia bHLH, uno en Arabidopsis 
(bHLH32; Chen y col., 2007) y otro en arroz (OsPTF1; Yi y col., 2005). Esta familia se 
caracteriza por tener un dominio básico hélice-giro-hélice (bHLH), altamente 
conservado y presente de manera ubicua en todos los eucariotas. El dominio bHLH está 
formado por aproximadamente 60 aminoácidos divididos en dos regiones 
funcionalmente distintas: una implicada en la unión al DNA (región básica) y otra en la 
dimerización con otras proteínas (región HLH). La región básica está formada por 
aproximadamente 15 aminoácidos con un alto número de residuos básicos. La segunda 
región consta de dos -hélices anfipáticas separadas por un giro de longitud variable (Li 
y col., 2006). Las dos -hélices promueven la dimerización permitiendo la formación de 
homodímeros y heterodímeros entre distintos miembros de la familia así como con 
proteínas de otras familias como las de tipo MYB (Litetlewood y Evan, 1998) 
 La secuenciación del genoma de varias especies ha revelado que la familia 
bHLH es muy numerosa. En particular se han identificado 147 proteínas bHLH en 
Arabidopsis. Toledo-Ortiz y col. (2003) han clasificado a todos sus miembros en 
función de su capacidad de unión al DNA, basándose en el análisis de la secuencia de 
aminoácidos del dominio básico. Esto ha sido posible gracias a la información obtenida 
del estudio de proteínas bHLH de otros organismos, en relación a la capacidad de unión 
a DNA de distintos miembros así como del análisis de sus estructuras terciarias. De esta 
manera se han establecido dos grandes grupos: proteínas con capacidad de unión y sin 
capacidad de unión al DNA (Tabla 1).  
 Tabla 1 Clasificación de proteínas bHLH de Arabidopsis en función de su capacidad de unión a DNA 
basado en el análisis de la secuencia aminoacídica del domino básico. Adaptado de Toledo-Ortíz y col., 
(2003). 
 
Unión a DNA Nº  proteínas  Dominio básico 
con capacidad de unión 
          -unión al motivo E 
               unión al motivoG (CACGTG) 
               unión al motivo ―no-G‖ 
          -unión al motivo ―no-E‖ (NACGTG o NGCGTG) 












< 5 residuos básicos 
 
En Arabidopsis las proteínas bHLH que se unen a DNA participan en una gran 
cantidad de procesos como por ejemplo la respuesta frente a frío (ICE1; Miura y col., 
2007), a hormonas (MYC2; Lorenzo y col., 2004; Boter y col., 2004; ATBS1; Wang y 
col., 2009), en el desarrollo de tricomas, iniciación de los pelos radiculares y en la 
producción de la capa mucilaginosa de la semilla (GL3 y EGL3; Gao y col., 2008). Por 
otra parte, en respuesta a estrés nutricional se han descrito diversas proteínas bHLH que 
intervienen en la respuesta frente a la carencia de Fe y de Pi. El gen FIT en Arabidopsis 
(Bauer y col., 2007) y su ortólogo FER en tomate (Brumbarova y col., 2005) inducen la 
transcripción de genes de respuesta a la carencia de hierro. Dicha respuesta también 
está modulada por bHLHs en arroz (Ogo y col., 2007) y en cebada (Ogo y col., 2006 y 
2007).  
Además, se ha descrito la función de diversas proteínas bHLH sin capacidad de 
unión a DNA. Estas proteínas actúan como reguladores negativos de la unión de otras 
proteínas bHLH con el DNA mediante la formación de heterodímeros (Massari y 
Murre, 2000). Entre otros, se ha caracterizado KIDARI como represor de HFR1 (Hyun 
y Lee, 2006), PAR1 y PAR2 como represores transcripcionales de genes de respuesta a 
auxinas y a brasinoesteroides (Bou-Torrent y col., 2008) y la subfamilia AIF que regula 
negativamente la señalización de brasinoesteroides mediante la unión con ATBS1 
(Wang y col., 2009). 
En relación a la respuesta por carencia de Pi se ha caracterizado el gen bHLH32 
cuya transcripción aumenta durante el ayuno de dicho nutriente (Chen y col., 2007). Se 
ha postulado que dicho gen actuaría como regulador negativo de algunas de las 




antocianinas y la formación de pelos radiculares (Chen y col., 2007). En arroz se ha 
descrito que el gen OsPTF1 participa en la tolerancia por carencia de Pi, aunque no 
controla todos los aspectos de la respuesta (Yi y col., 2005). 
 
3.1.3.3 Familia WRKY 
 La familia WRKY es específica de plantas, y comprende a proteínas que poseen 
el dominio homónimo, caracterizado por la presencia de los residuos conservados 
WRKYGQK y un motivo similar al dedo de Zn (Eulgem y col., 2000). Los miembros 
de esta familia participan en procesos tales como: defensa frente a patógenos (Dong y 
col., 2003), senescencia (Miao y col., 2004),  respuesta a sequía, frío, salinidad (Seki y 
col., 2002) y respuesta frente a la carencia de Pi (Devaiah y col., 2007a; Chen y col., 
2009). El gen WRKY75 se induce durante el estrés por ayuno de Pi y se ha postulado su 
implicación en el control de la respuesta frente al estrés y en la regulación de la 
arquitectura radicular independiente de la concentración de Pi del medio (Devaiah y 
col., 2007a). Además, recientemente, se ha descrito la participación de WRKY6 y 
WRKY42 en la respuesta frente al ayuno por Pi (Chen y col., 2009). El mecanismo de 
acción propuesto se basa en que ambas proteínas se unen al promotor del gen PHO1, 
que codifica una proteína implicada en el transporte de Pi al xilema, reprimiendo la 
transcripción de este último durante la suficiencia de Pi (Chen y col., 2009).  
 
3.1.3.4 Familia dedo de Zn 
 La familia dedo de Zn está formada por proteínas que poseen al menos un 
dominio dedo de Zn. Esta familia se divide a su vez en subfamilias en función del orden 
y el número de residuos de cisteína e histidina que se unen al ión Zn. Una de las 
subfamilias más numerosas es C2H2, cuyos miembros están implicados en procesos 
como la defensa y la aclimatación de las plantas a los estreses medioambientales (Ciftci-
Yilmaz y Mittler, 2008). ZAT6 codifica una proteína de dicha subfamilia cuya 
transcripción se induce durante el ayuno de Pi y se reprime muy rápidamente cuando las 
plantas perciben el Pi (Devaiah y col., 2007b). Este gen regula de manera positiva la 
síntesis de antocianinas en la parte aérea de la planta y la actividad fosfatasa de las 
raíces (Devaiah y col., 2007b). También participa en la modulación de la arquitectura 
radicular, regulando negativamente el crecimiento de la raíz principal y la longitud de 
raíces laterales (Devaiah y col., 2007b). 
 
3.2 Otros genes reguladores de la respuesta 
 Aparte de los factores de transcripción citados, se han descrito otras proteínas 
que parecen actuar como reguladoras o señalizadoras de la respuesta, si bien se 
desconocen los mecanismos por los que ejercen su función. Entre ellas cabe destacar las 
proteínas que contienen el dominio SPX, denominado así por estar presente en las 
proteínas SYG1, PHO81 y XPR1. En Arabidopsis se han descrito 20 proteínas que 
contienen dicho dominio y se han agrupado en cuatro subfamilias. Una de ellas está 
representada por PHO1, que se ha postulado como transportador de Pi en el xilema de la 
raíz. Sin embargo, no se ha demostrado su capacidad para transportar Pi (Hamburger y 
col., 2002), por lo que su función podría ser señalizadora, probablemente, a través del 
dominio SPX. En este sentido se ha descrito recientemente la participación de otra 
subfamilia de proteínas SPX en la respuesta al ayuno de Pi (Duan y col., 2008) 
compuesta por 4 proteínas de unos 300 aminoácidos. Además, en estudios realizados en 
nuestro laboratorio, hemos observado que la función de los dos de estas proteínas, SPX1 
y SPX2, es la de reprimir las respuestas al ayuno de Pi en situaciones no carenciales del 
macronutriente (M.I. Puga y J Paz-Ares, resultados sin publicar). Por una parte, la 
sobreexpresión de SPX1 tiene como resultado una disminución de aproximadamente un 
50% del fosfato intracelular libre y una menor acumulación de antocianinas durante el 
estrés por carencia de Pi. Por otra parte, las plantas portadoras de la doble mutación 
spx1, spx2 se caracterizan por tener el doble de fosfato intracelular libre que el genotipo 
silvestre y acumular más antocianinas durante el estrés. Estos resultados nos han llevado 
a proponer que SPX1 y SPX2 actúan como reguladores negativos de las respuestas al 
ayuno de Pi, probablemente mediante la inhibición de la unión al DNA del factor de 
transcripción PHR1 (M.I. Puga y J. Paz-Ares., resultados sin publicar). 
  
3.3 Regulación  post-transcripcional 
El control de la respuesta frente a cualquier estrés es muy complejo, ya que 
además de implicar regulación transcripcional, también existen mecanismos de 
regulación post-transcripcional tales como sumoilación, ubiquitinación, microRNAs y 
genes no codificantes de proteína.  
 
3.3.1 Sumoilación y ubiquitinación 
Si bien aún no se ha identificado en plantas ningún mecanismo clásico de 




reguladoras durante el ayuno de Pi, se ha descrito que la proteína SIZ1 (enzima E3 
ligasa de SUMO) tiene un papel en algunas respuestas durante este estrés
 
(Miura y col., 
2005). SIZ1 actúa como vehículo para la sumoilación, que consiste en la incorporación 
de un pequeño péptido denominado SUMO, que de manera funcional influye tanto de 
forma positiva como negativa sobre la actividad génica (Watts, 2004). La proteína SIZ1 
es capaz de sumoilar a PHR1 in vitro, aunque se desconoce el significado de esta 
modificación (Miura y col., 2005). 
En los últimos años se han obtenido evidencias de la participación del 
proteosoma en la regulación de la homeostasis de Pi en la planta. En condiciones 
normales de crecimiento, la absorción de Pi del suelo está restringida para evitar el 
efecto tóxico de su acumulación en exceso, mientras que en condiciones limitantes se 
estimula su captación. La proteína PHO2 (Delhaize y col., 1995; Aung y col., 2006; 
Bari y col., 2006) previene el exceso de absorción de Pi en condiciones suficientes de 
nutrientes. Esta proteína  posee características estructurales de enzima E2 conjugasa de 
ubiquitina implicada en la ruta de ubiquitinación de proteínas, por lo que se ha 
postulado que su función sería regular la degradación de algún efector positivo de la 
absorción y transporte de Pi, desconocido hasta la fecha
 
(Aung y col., 2006; Chiou y 
col., 2006; Bari y col., 2006).  
 
3.3.2 microRNAs y genes no codificantes de proteínas 
Los microRNAs (miRs) son RNAs de 21-23 nucleótidos que reconocen 
específicamente por complementariedad de bases a determinados mensajeros e inhiben 
su traducción y/o los guían hacia su degradación, inhibiendo por tanto su función 
(Bartel, 2004 y 2009). En los últimos años se ha descrito la participación de diversos 
miRs en la adaptación de las plantas a las carencias nutricionales (Hsieh y col., 2009; 
Pant y col., 2009). En particular, el miR395 y el miR399 se inducen de manera 
específica durante la carencia de Pi y de azufre (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Fujii y 
col., 2005). Los miR de la familia 399 reconocen específicamente el mensajero de 
PHO2, dirigiendo su degradación y produciéndose un incremento en la absorción de Pi 
en estas condiciones (Aung y col., 2006; Chiou y col., 2006; Franco-Zorrilla y col., 
2007). Además, durante el estrés por carencia de Pi, se induce la transcripción de IPS1 y 
AT4 (genes no codificantes de proteína), que tienen una complementariedad imperfecta 
con el miR399 por lo que se produce el secuestro del miR399 por IPS1, permitiéndose 
la traducción del mensajero de PHO2 (Franco-Zorrilla y col., 2007). En base al 
conocimiento existente, se ha propuesto el siguiente modelo de regulación mediada por 
IPS1/miR399/PHO2 en el contexto de las respuestas elaboradas por toda la planta en 
relación al estatus de Pi del medio. Cuando la planta crece en condiciones de suficiencia 
de Pi, PHO2 posee una alta actividad que implica la disminución de la transcripción de 
los transportadores Pht1;8 y Pht1;9 en la raíz. Cuando la planta percibe la carencia de 
Pi, se incrementa la transcripción del miR399 en las hojas. El miR399 maduro es 
transportado a la raíz vía floema donde se une al mensajero de PHO2 dirigiendo el corte 
del tránscrito (Aung y col., 2006; Bari y col., 2006; Franco-Zorilla y col., 2007; Pant y 
col., 2008; Lin y col. 2008; Doerner, 2008). La disminución de los niveles de PHO2 
conlleva la inducción de la transcripción de los transportadores Pht1;8 y Pht1;9, que 
facilitan la absorción de Pi en las raíces y su posterior transporte hacia la parte aérea. 
Por otro lado, se produce la movilización del Pi de las hojas maduras a las hojas jóvenes 
e incluso a la raíz para mantener la actividad meristemática. Si la situación de ayuno 
perdura, se produce un incremento en la transcripción de IPS1, que secuestra al miR399 
y permite la traducción del mensajero de PHO2. Este mecanismo de regulación permite 
el ajuste de los niveles de traducción de PHO2 de manera rápida y eficiente en función 
de la demanda de Pi de la planta (Figura 6) (Doerner, 2008). 
 
 
Figura 6 Esquema del mantenimiento de la homeostasis de Pi en la planta mediada por el complejo 












































3.3.2 Control del tráfico intracelular de los transportadores de Pi 
Durante la respuesta al ayuno de Pi, PHR1 activa la transcripción de los genes 
que codifican transportadores de Pi de alta afinidad (Rubio y col., 2001). Estos 
transportadores son sintetizados en el retículo endoplasmático pero ejercen su función 
en la membrana plasmática. Por ello, deben existir mecanismos que aseguren la correcta 
localización y ensamblaje de estas proteínas en la membrana. En este sentido se ha 
descrito que la proteína PHF1 facilita la salida de los transportadores de Pi del retículo 
endoplasmático y su tráfico hacia la membrana plasmática (González y col., 2005). El 
concurso de PHF1 es específico del ayuno de Pi, ya que no afecta a otros 
transportadores de membrana. Además, PHF1 se induce durante la carencia de Pi, lo 
que indica un papel clave en relación a la distribución de los transportadores de Pi.  
3.4 Señales hormonales 
 Existen evidencias de la participación de casi todas las hormonas en el control de 
la respuesta de la planta frente a la carencia de Pi (Rubio y col., 2008). En relación al 
ácido abscísico (ABA) se ha observado una reducción en la acumulación de 
antocianinas en los mutantes abi2-1 (insensible a ABA) y aba1 (deficiente en la 
síntesis) en condiciones limitantes de Pi. Además, estos mutantes tienen alteradas otras 
respuestas típicas del ayuno, tales como el aumento de la actividad fosfatasa o cambios 
en la proporción raíz-parte aérea (Trull y col., 1997). Por otra parte, la adición de ABA 
a un medio sin Pi, reprime la inducción de la expresión de los genes de la familia IPS1, 
que se inducen durante el estrés (Shin y col., 2006). Estos datos indican que el ABA 
regula alguna rama de la respuesta frente al estrés de Pi (Rubio y col., 2008). 
 El etileno regula la proliferación de raíces laterales, la elongación de la raíz 
principal y determina el crecimiento celular durante la diferenciación de los pelos 
radiculares. La aplicación de esta hormona provoca una disminución del crecimiento de 
la raíz principal en condiciones de disponibilidad de Pi, mientras que cuando existe 
privación del mismo, el efecto es el contrario (Ma y col., 2003). Además, la inhibición 
de la síntesis del etileno provoca que la iniciación de pelos radiculares tenga lugar más 
cerca del meristemo de la raíz en plantas sometidas al estrés, mientras que éstos se 
desarrollan a una distancia mayor en plantas cultivadas en medio rico (Ma y col., 2003). 
Por todo lo expuesto, se postula que el etileno actúa a distintos niveles regulando la 
arquitectura radicular dependiente de la concentración de Pi en el medio (Ma y col., 
2003). 
 Las auxinas juegan un papel en la regulación de los cambios que se producen 
durante el estrés en la arquitectura radicular (López-Bucio y col., 2002). En condiciones 
limitantes de Pi, las raíces son más sensibles a las auxinas exógenas en relación a la 
formación de raíces laterales, aunque la inhibición de la longitud de la raíz principal que 
se produce durante el ayuno es independiente del transporte polar de auxinas (López-
Bucio y col., 2002 y 2005; Pérez-Torres y col., 2008). Por tanto, parece que las auxinas 
no están implicadas en la inhibición del crecimiento de la raíz principal ni en la 
elongación de las raíces laterales durante el ayuno de Pi, pero su concurso es esencial 
para la formación y emergencia de las raíces laterales en respuesta a dicho estrés. 
 Cuando las plantas crecen en concentraciones bajas de Pi se produce una 
disminución en los niveles de giberelinas (GAs), que se correlaciona con un incremento 
en la acumulación de la proteína RGA, un miembro de la familia DELLA (Jiang y col., 
2007). El sistema GAs-DELLA controla la acumulación de antocianinas y crecimiento 
de los pelos radiculares características de las plantas sometidas al estrés; sin embargo su 
acumulación no afecta a la captación y movilización del Pi o a la expresión de genes 
que se inducen durante la carencia de Pi (Jiang y col., 2007). Todos estos datos indican 
la contribución de las giberelinas es sólo parcial y por lo tanto, se requieren otras 
señales para que se desarrolle de manera correcta al ayuno de Pi (Rubio y col., 2008). 
La sobrexpresión del gen MYB62 conlleva la disminución en los niveles de 
transcripción de algunas enzimas de la ruta de biosíntesis de las giberelinas, así como de 
algunos genes que se inducen frente a la carencia de Pi (Devaiah y col., 2009). Estos 
hechos ponen de manifiesto de nuevo la participación de las GAs en las respuestas 
frente a la carencia de Pi (Devaiah y col., 2009). 
 El grupo de hormonas que más ampliamente se ha estudiado en relación con la 
carencia de Pi son las citoquininas. La concentración de esta hormona se reduce en 
plantas sometidas al estrés de Pi, lo que contribuye al incremento en la relación raíz-
parte aérea y la proliferación de raíces laterales en estas condiciones (Horgan y 
Wareing, 1980; Salama y Wareing, 1979; Wagner y Beck, 1993). La adición exógena 
de citoquininas provoca la represión en raíces de ciertos genes inducibles por la carencia 
de Pi (Martín y col., 2000). Este efecto represor depende de la ruta canónica de 
señalización de citoquininas, ya que plantas portadoras de mutaciones en dos de los 
receptores de citoquininas son incapaces de elaborar las respuestas típicas que producen 




En resumen, se ha observado una participación más o menos directa de 
numerosas fitohormonas en la regulación de las respuestas de las plantas al ayuno de Pi. 
Esto sugiere la existencia de una compleja red de interacciones hormonales y 
moleculares, destinada a la elaboración de una respuesta coordinada de la planta frente 






































































































El objetivo general de este trabajo es contribuir a la caracterización del sistema 
regulador de la respuesta de las plantas a la disminución de la concentración de Pi del 
medio mediante la búsqueda de nuevas proteínas implicadas en este sistema. Para ello, 
se ha realizado una búsqueda de proteínas que interaccionan físicamente con la proteína 
SPX1, un importante regulador negativo de la respuesta. En relación a este objetivo 
genérico, se han abordado los siguientes objetivos específicos: 
1. Identificación de proteínas que interaccionan con la proteína SPX1. 
2. Caracterización fisiológica y molecular del gen bHLH149. 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO 
 
1.1 Estirpes microbiológicas 
Escherichia coli DH5 (Woodcock y col., 1989), E. coli BL21pLysS 
(Novagen), Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Yanofsky y Nester, 1986) y GV3101 
(pMP90) (Koncz y Schell, 1986) y Saccharomyces cerevisiae Y187 (Harper y col., 
1993) y AH109 (James y col., 1996) 
 
1.2 Plásmidos 
Plásmidos con origen de replicación de E. coli: pDONOR201 (Invitrogen) y 
pALEX-b (Biomedal). Plásmidos binarios: pBHA (Parcy F., comunicación personal), 
AGRIKOLA (Hilson y col., 2004), pGWB3 y pGWB6 (Nakagawa y col., 2007).  
Plásmidos para levaduras pGADT7 y pGBKT7 (Clontech).  
 
1.3 Material vegetal 
Arabidopsis thaliana L. Heynh, ecotipo Columbia y Nicotiana benthamiana. 
Plantas transgénicas IPS1::GUS  (Martín y col., 2000), mutante pho2 (Delhaize y 
Randall, 1995),  35S::SPX1-GFP y doble mutante spx1, spx2  generado por cruzamiento 
a partir de las líneas SALK_09230 y SALK_080503 (M.I. Puga y J. Paz-Ares, 
resultados sin publicar). 
 
2. TIPOS DE CULTIVOS 
 
2.1 Cultivo de microorganismos 
Para el crecimiento de estirpes bacterianas se utilizó el medio de cultivo LB, 
tanto líquido como sólido (Sambrook y col., 1989), con los requerimientos 
correspondientes según el caso. La temperatura de crecimiento fue de 37ºC para E. coli 
y 28ºC para A. tumefaciens. El crecimiento en medio líquido se realizó a 250 rpm y la 
medida del crecimiento a una DO600.  
Para el cultivo de levaduras se utilizaron los medios de cultivo YPD, YPAD 
(Sambrook y col., 1989) y YSD (Clontech) tanto en sólido como en líquido con los 
requerimientos nutricionales necesarios en cada caso. La temperatura de crecimiento fue 
de 30ºC. El crecimiento en medio líquido se realizó a 250 rpm y la medida del 
crecimiento a una DO600. 
 
2.2 Cultivo de plantas  
 
2.2.1 Cultivo in vitro de Arabidopsis 
Para cultivar plantas in vitro en medio sólido, se utilizó el medio de cultivo 
descrito por Johnson (1957) con las modificaciones realizadas posteriormente por Bates 
y Lynch (1996). Cuando no se especifica la concentración de Pi, se considera que un 
medio completo (+Pi) tiene una concentración de 1 mM de KH2PO4, y un medio pobre 
(-Pi) contiene solo trazas (1-3 µM). La concentración de sacarosa utilizada fue de 1% 
p/v en todos los casos y la concentración de agar usada fue 0,7% p/v para las placas 
horizontales y 1% p/v para las placas verticales. Para la obtención de callos se 
realizaron explantes de raíces de plantas cultivadas durante 10-12 días en medio +Pi y 
posteriormente se colocaron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado 
con sacarosa (1% p/v), kinetina y ácido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a las 
concentraciones indicadas. 
Con el fin de estudiar la sensibilidad a citoquininas, se añadió kinetina y BAP 
(N6-Benziladenina) al medio de cultivo a las concentraciones requeridas para cada caso. 
En el caso de las giberelinas, se añadió ácido giberélico (GA3) al medio de cultivo a una 
concentración final de 30 M. Para los tratamientos con brasinoesteroides y auxinas, se 
cultivaron las plantas durante 8 días en medio con Pi y sin Pi y se incubaron en medio 
líquido durante 3 horas con epibrasinólido a una concentración final de 3 M, y durante 
3 y 6 horas con 2, 4-D a una concentración final de 10 M. En el caso del ácido 
jasmónico se bañaron las placas con una solución del medio de cultivo con ácido 
jasmónico a una concentración final de 50 M y se recogieron las muestras a 1, 3 y 6 
horas de tratamiento. 
Todas las siembras se realizaron tras esterilizar las semillas con una solución de 
hipoclorito de sodio (18,75 g/L) y Tween-20 (0,01%) un máximo de 8 min. 
Posteriormente, las semillas se estratificaron 2-3 días y a continuación se cultivaron a 
22ºC, con un 60% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16 horas con luz 




 durante el tiempo especificado según los 
casos. 
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2.2.2 Cultivo en tierra de Arabidopsis  
La siembra se realizó directamente en sustrato universal:vermiculita (3:1). Tras 
la estratificación (2-3 días), las plantas crecieron en el invernadero o en cámaras 
climáticas a una temperatura de 22ºC y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de 
oscuridad. 
 
2.2.3 Cruzamiento de Arabidopsis 
 Las plantas de Arabidopsis se cruzaron emasculando las flores antes de que 
maduraran las anteras en el receptor, y frotando su estigma con uno o varios estambres  
maduros del polinizador. Los frutos resultantes se recogieron individualmente y en su 
descendencia se analizó la segregación.  
 
3. MÉTODOS DE TRANSFORMACIÓN 
 
3.1 Transformación de microorganismos 
La transformación de células competentes de E. coli con DNA plasmídico se 
realizó mediante choque térmico (Sambrook y col., 1989). La transformación de células 
competentes de A. tumefaciens con DNA plasmídico se realizó según An y col. (1988). 
Las células competentes y transformación de S. cerevisiae con DNA plasmídico se 
realizó según Gietz y col. (2002). 
 
3.2 Transformación de Arabidopsis 
La transformación de Arabidopsis se realizó a través de las inflorescencias de 
plantas cultivadas en tierra durante 3 semanas en el momento en el que presentaban el 
mayor número posible de meristemos apicales. Se utilizó el método de infiltración por 
vacío con una suspensión de A. tumefaciens portadora de la construcción de interés en 
medio 0,5X MS suplementado con sacarosa (5%), BAP (11 ng/mL) y agente surfactante 
Silwet L-77 (0,02%) (Clough y Bent, 1998). La selección de plantas transgénicas se 





4. TECNOLOGÍA DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
 
4.1 Aislamiento, purificación y análisis de DNA 
El aislamiento y purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa 
se realizó según Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). El DNA plasmídico de bacterias 
se extrajo mediante lisis alcalina, utilizando Qiaprep Spin Miniprep Kit y HiSped 
Plasmid MidiKit para mini y midipreparaciones respectivamente (Qiagen). El DNA 
plasmídico de levaduras se extrajo según Hoffman y Winston (1987). El DNA 
genómico de plantas se extrajo por el método descrito por Doyle y Doyle (1990). En 
todos los casos el DNA se cuantificó tanto en gel de agarosa como por 
espectrofotometría. 
La amplificación de fragmentos de DNA se realizó mediante PCR (Sambrook y 
col., 1989). Para ello se utilizaron las polimerasas termoestables Taq y Pwo (Roche) 
siguiendo las especificaciones del fabricante, y usando los oligonucleótidos necesarios 
en cada caso. 
Para la separación de fragmentos de DNA se utilizaron geles horizontales de 
agarosa (0,8-2,5%) con EtBr (0,4 µg/mL) en tampón TAE (Tris-acetato 50 mM, EDTA 
1 mM) y se resolvieron a 80-100 V.  
 
4.2 Aislamiento, purificación y análisis de RNA 
Los RNAs fueron extraídos mediante el método TRI Reagent (Ambion) 
suplementado con Plant RNA Isolation Aid (Ambion) según instrucciones del 
fabricante. Los geles para los ensayos tipo northern se realizaron según Sambrook y col. 
(1989). Como tampón de electroforesis se utilizó MOPS 1X. La mezcla de carga 
consistió en MOPS 1X, formamida (50%), formaldehido (5,9%), azul de bromofenol 
(0,4 mg/mL) y EtBr (0,4 µg/mL). Posteriormente, el RNA se transfirió a filtros de nylon 
mediante capilaridad. En cada caso se cargaron entre 18-20 µg de RNA por muestra. 
Los fragmentos de DNA que se emplearon como sondas se marcaron 
radiactivamente con 30 µCi de [-32P]dCTP, utilizando el kit RediprimeII Random 
Primed DNA Labelling (Amersham). Posteriormente, las sondas se purificaron en 
columnas MicroSpin S-200 HR (Amersham). La hibridación se realizó según Church y 
Gilbert (1984) a 65ºC en todos los casos. Los lavados tras la hibridación se realizaron a 
65ºC con las soluciones 2X SSC-1% SDS; 1X SSC-1% SDS y 0,5X SSC-1% SDS. La 
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deshibridación de los filtros se hizo en una solución de SDS al 0,5% hirviendo hasta 
alcanzar la temperatura ambiente. 
Las sondas utilizadas fueron: At4, IPS1, ACP5, PHT1;1, SQD1 (Muchhal y col., 
1996; Essigmann y col., 1998; Burleigh y Harrison, 1999; del Pozo y col. 1999; Martín 
y col., 2000) y PHF, CaBP22 y SPX1 (Franco-Zorrilla y col. 2005; Duan y col. 2008). 
La sonda utilizada para la detección del gen bHLH149 (At1g09250) se obtuvo por PCR 
a partir del cDNA utilizando los oligos 5´-ATGGTGGAGTCTCTGTTCCCG-3´ y 5´-C 
GTTAAGTTCCGGTCAACGTC-3´. Esta sonda se utilizó en todos los experimentos de 
northern excepto para la detección del gen en aquellas líneas que portaban la 
construcción de interferencia, en las que se utilizó un fragmento correspondiente desde 
la posición +242 de dicho gen hasta la posición +624. Este fragmento se obtuvo por 
PCR utilizando como molde el cDNA y como oligos 5´-TCCGGCGCGGCGA 




5.1 Clonajes para levaduras 
 Para realizar el ensayo de doble híbrido se clonó el gen SPX1 (At5g20150) en 
los vectores pGBKT7 y pGADT7. Para ello, el cDNA correspondiente a SPX1 se 
empleó como molde para la amplificación por PCR con los oligos  5´-CCCAGAATTC 
AAAAGAGCTATGAAGTTTG-3´ y 5´-GTCGGATCCTCTATTTGGCTTCTTG-3´. 
Las deleciones de este gen en los vectores pGBKT7 y pGADT7 se generaron a partir 
del cDNA mediante PCR con las combinaciones de los oligos siguientes: para la 
deleción 1 5´-CCCAGAATTCAAAAGAGCTATGAAGTTTG-3´ y 5´-TAGGGATCC 
AAGGTTGCTAAAGAACTTTC-3´; para la deleción 2 5´-CCCAGAATTCAAAAGA 
GCTATGAAGTTTG-3´ y 5´-TCAGGATCCGCTAGGCAGCGATTGTG-3´; para la 
deleción 3 5´-CAACGAATTCATGATCAGACTAAAGG-3´ y 5´-GTCGGATCCTCT 
ATTTGGCTTCTTG-3´ y para la deleción 4. 5´-CTGGTGAATTCATGCGTTTACCT-
3´ y 5´-GTCGGATCCTCTATTTGGCTT CTTG-3´. Todos los fragmentos generados 
se introdujeron en ambos vectores digeridos con BamHI y EcoRI. En los oligos se ha 
resaltado la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción correspondiente. 
 El gen PHO2 (At2g33770) se clonó en los vectores pGBKT7 y pGADT7 
amplificando mediante PCR a partir del cDNA utilizando los oligos 5´-TAT 
GGAAATGTCCCTTACTGACTCTG-3´ y 5´-TTATGATTCTGGTCCAATCTCTTG 
G-3´ previamente fosforilados y se introdujo en ambos vectores cortados con SmaI. 
 La construcción pGADT7-PHR1 se generó mediante PCR utilizando el cDNA 
de PHR1 como molde y los oligos 5´-CCTTCTCCGCATATGGAATGCGACCT 
GTTAGCAC-3´ y 5´-TCTCTATCACTGGATCCTCTGAAACTCCGAGATTATCCA 
GC-3´. El fragmento obtenido se introdujo en el vector pGBKT7 previamente digerido 
con NdeI y BamHI (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultado sin publicar) 
 
5.2 Clonajes en el vector de entrada 
El cDNA de bHLH149 (624 pb) se obtuvo a partir del clon aislado en el ensayo 
de los dos híbridos (ver Apdo. 6). A partir de este clon, se amplificó dicho fragmento 
mediante PCR utilizando los oligos 5´-attB1-TAATGGTGGAGTCTCTGTTCCCGA 
GCATCGAAAACACAGGTG-3´ y 5´-attB2-GTTAAGTTCCGGTCAACGTCGTC 
CG-3´ y se clonó mediante tecnología GATEWAY (Clontech) en el vector de entrada 
pDONOR201. Las secuencias attB1 (5´-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA 
GGCT-3´) y attB2 (5´-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3´) son los 
sitios de recombinación del inserto con el vector. 
 La clonación del promotor del bHLH149  se realizó amplificando mediante PCR 
el fragmento comprendido entre las posiciones -2211 y +1 del gen. Para ello, se utilizó 
como molde DNA genómico y los oligos 5´-attB1-CGTGAAACCGAATCACGTGG-3´ 
y 5´-attB2-TGAATAGATGTAGACATGAG-3´. Posteriormente se introdujo en el 
vector pDONOR201 mediante tecnología GATEWAY. 
 
5.3 Clonajes en los vectores binarios 
Para la obtención de la construcción 35S::GFP-bHLH149 se utilizó como vector 
de entrada el pDONOR201 con el cDNA de bHLH149 y como vector de destino 
pGWB6. En la fusión transcripcional del promotor del bHLH149 con la proteína 
delatora GUS (pbHLH149::GUS) se utilizó como donador el plásmido pDONOR201 
portador del promotor y como aceptor el vector pGWB3, utilizando en ambos casos la 
tecnología GATEWAY. 
 Para la realización de la construcción 35S::HA-bHLH149 se amplificó el cDNA 
de bHLH149 con los oligos 5´-CGGGATCCAATGGTGGAGTCTCTGTTCCCG-3´ y 
5´-GTCGGATCCTCTATTTGGCTTCTTG-3´. Posteriormente se introdujo en el 
vector pBHA previamente digerido con BamHI. 
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 La construcción de interferencia fue cedida por el Consorcio AGRIKOLA 
(Hilson y col., 2004; www.agrikola.org). 
 
5.4 Clonaje para la expresión de proteína recombinante en E. coli 
El clonaje utilizado en la expresión de la proteína se realizó amplificado el 
cDNA de bHLH149 con los oligos 5´-CGGGATCCAATGGTGGAGTCTCTGTTC 
CCG-3´ y 5´-GTCGGATCCTCTATTTGGCTTCTTG-3´ y se introdujo en el vector 
pALEX-b (Biomedal) previamente digerido con BamHI. 
 
6. DOS HÍBRIDOS POR CONJUGACIÓN EN LEVADURAS 
 
 Para realizar la búsqueda de proteínas interactoras con SPX1 se utilizó una 
genoteca de cDNA generada a partir de RNAs de plantas cultivadas en +Pi y 
posteriormente transferidas a medio sin Pi durante 12 horas, 1, 2, 4 y 7 días. 
Posteriormente los cDNAs se clonaron en el vector pGADT7 y se introdujeron en la 
cepa AH109 (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). En el ensayo de 
conjugación de levaduras se inoculó un cultivo de 100 mL de la cepa Y187 portadora de 
la construcción pGBKT7-SPX1 en medio YSD sin W y se incubó hasta llegar a una 
DO600: 0,6-0,8. Se centrifugó 10 minutos a 1000 rpm, se resuspendió en 50 mL de 2X 
YPAD, se añadió una alícuota de la genoteca y se agitó a 90 rpm durante 16 horas a 
30ºC. Transcurrido ese tiempo, el cultivo se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm, 
se resuspendió en 50 mL de solución NaCl (0,09%) y 0,5X YPAD en proporción 1:1,5 
y  se plaqueó en medio YSD sólido sin W, L, H, A (-WLAH) y con 5 mM de 3-AT (3-
amino-1, 2, 4 triazol). Las placas se incubaron a 30ºC durante 5 días. La eficiencia de la 
conjugación fue de 2,5 x 10
6
 u.f.c. Los positivos obtenidos se mantuvieron en medio 
YSD sólido sin los aminoácidos W y L (Clontech). Posteriormente los positivos 
obtenidos se cultivaron en distintos regímenes auxótrofícos (-WLA, -WLH y –WLAH) 
para discriminar entre las interacciones más fuertes y más débiles (Figura 7). 
 
  
Figura 7 Esquema del ensayo de doble híbrido. Cuando interaccionan la proteína cebo y la proteína 
presa, se produce la unión al DNA y la activación de la transcripción de los genes reportadores HIS3, 
ADE2 y LacZ. 
 
7. TECNOLOGÍA DE PROTEÍNAS 
 
7.1 Inducción y purificación de la proteína 
Para inducir la expresión de la proteína en E.coli se inoculó un cultivo de 200 
mL de LB con 1 mL de un preinóculo cultivado durante 12 horas. Se incubó a 37ºC 
hasta una DO600 0,6 y se añadió el ácido salicílico (2 mM) y se incubó a 200 rpm 
durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se extrajo la fracción soluble 
con la solución Bugbuster (Novagen) según instrucciones del fabricante. La proteína se 
purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando la resina LYTRAP (Biomedal) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez purificada, se analizó mediante gel de 
acrilamida y posteriormente mediante tinción con solución azul de Coomassie. 
 
7.2 Expresión transitoria en N. benthamiana 
 Para la realización de la expresión transitoria en N.benthamiana se utilizaron 
cultivos de 50 mL de A. tumefaciens portadores de las construcciones de interés, 
cultivados durante 16 horas a 28ºC. Posteriormente se centrifugaron 20 minutos a 3.000 
rpm y se resuspendieron en 10 mL de solución de inducción (10 mM Mg2SO4, 10 mM 
MES y 150 M acetosiringona) y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente. 
Las soluciones celulares se diluyeron hasta una DO600 0,5 en solución de inducción y se 
inocularon con una jeringa en el envés de 3 hojas jóvenes de plantas cultivadas en el 
invernadero durante 4 semanas (English y col., 1997). Las hojas se recogieron a los 2 
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7.3 Transcripción y traducción in vitro 
 Para la transcripción y traducción in vitro se utilizó el kit TNT T7 Coupled 
Wheat Germ Extract System (Promega) cuando se usó como molde pGADT7-bHLH149 
y pGBKT7-PHO2 y TNT T7 Quick for PCR DNA (Promega) cuando se utilizó como 
molde un producto de PCR correspondiente al cDNA de bHLH149. Para la generación 
de dicho producto de PCR se utilizaron los siguientes oligos: 5´-GGATCCTAATACG 
ACTCACTATAGGGAACAGCCACCATGGTGGAGTCTCTGTTCCCGAGCATCG-
3´ y 5´-T31AATTTTAAGTTCCGGTCAACGTCGTCCGTGGTGC-3´. En ambos casos 
se siguieron las instrucciones del fabricante.  
 
7.4 Extracción y análisis de proteínas de plantas 
 Para realizar la extracción de proteínas tanto en Arabidopsis como en N. 
benthamiana, el material vegetal se pulverizó y se mezcló con una solución de 
extracción compuesta por 25 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH7,5, 0,1% Tween-20, 1mM 
PMSF e inhibidor de proteasas (Roche). Su cuantificación se realizó siguiendo el 
método Bradford (1976). 
 Los geles usados para la electroforesis de proteínas se realizaron según 
Sambrook y col. (1989). El gel concentrador se realizó al 4% de y el separador al 7,5%, 
al 10% o al 12% según el tamaño de las proteínas analizadas. Ambos geles se hicieron 
con una mezcla de acrilamida:bisacrilamida (29:1) (Biorad). La mezcla de carga 2X 
consistió en 63 mM Tris-HCl pH 6,8,  2% SDS (p/v), 20% glicerol, 125 mM azul de 
bromofenol  y 3 mM 1,4-ditiotreitol. Como tampón de electroforesis se utilizó 25 mM 
Tris, 192 mM Glicina, 0,1% SDS (Tris-glicina 1X) y se resolvieron a 35 mA el gel 
concentrador y a 45 mA el gel separador. Una vez realizada la electroforesis se procedió 
a teñir el gel o a transferir las proteínas a una membrana de PVDF. Para teñir el gel se 
utilizó una solución compuesta por 0,05% azul de Coomassie, 45% metanol y 7% ácido 
acético. Posteriormente se trató el gel con solución de desteñir compuesta por 25 % 
metanol y  7% ácido acético. Para transferir las proteínas se utilizó una membrana de 
PVDF de 0,45 m de tamaño de poro (Millipore). Para ello, se aplicó un voltaje de 55 
mA por gel durante 1 hora y 30 minutos, a temperatura ambiente. Como tampón de 
transferencia se utilizó una solución a pH 8,3 compuesta por 50 mM Tris, 40 mM 
glicina, 0,040% SDS  y 20 % metanol. 
 La membrana se bloqueó 1 hora a temperatura ambiente en una solución de 
leche desnatada en polvo al 5% en PBS con 0,1% Twin-20 (PBS-T). Una vez 
bloqueada, se incubó la membrana entre 1 y 3 horas a temperatura ambiente en una 
solución de leche desnatada en polvo al 1% en PBS-T con el anticuerpo a la titulación 
indicada por el fabricante. Se realizaron 4 lavados de 10 minutos cada uno con PBS-T. 
En el caso de la utilización de anticuerpos no conjugados a peroxidasa, una vez lavada 
la membrana, se incubó en una solución de leche desnatada en polvo al 1% en PBS-T 
con el anticuerpo secundario a la titulación recomendada por el fabricante durante 1 
hora y se lavó como se ha indicó anteriormente. Como sistema de detección se usó ECL 
Plus Western Blotting Detection System (Amersham) según indicaciones del fabricante. 
 Los anticuerpos utilizados fueron: Anti HA conjugado a peroxidasa 




 Las plantas de Arabidopsis y las hojas procedentes de la agroinfiltración de N. 
benthamiana se trataron con solución PBS 1X con formaldehído (1%) a 4ºC durante 15 
minutos al vacío. Se lavaron 2 veces durante 5 minutos con 300mM glicina a 4ºC y 
posteriormente con PBS 1X. Las plantas se secaron, se congelaron y se pulverizaron. 
Las proteínas se extrajeron con la solución de extracción antes descrita. Para 
inmunoprecipitar las proteínas fusionadas al epítopo HA, se incubaron 400 g de 
proteína total en el caso de las hojas de tabaco y 800 g en el caso de Arabidopsis en un 
volumen de 500 L con 20 L de Anti-HA Affinity Matrix (Roche) durante 2 horas en 
agitación a 4ºC. Después se realizaron 3 lavados con 1 mL de solución de extracción y 
la matriz se eluyó en solución de carga y se hirvió durante 5 minutos. Para 
inmunoprecipitar las proteínas fusionadas a GFP se incubaron las mismas cantidades de 
proteína indicadas anteriormente con el anticuerpo policlonal anti-GFP (1:50) a 4ºC en 
agitación durante 1 hora. Posteriormente se añadió 20 L de proteína A agarosa (Sigma) 
y se incubó de nuevo a 4ºC, en agitación durante 1 hora. Después se realizaron 5 
lavados con 1 mL de solución de extracción y la matriz se eluyó en solución de carga y 
se hirvió durante 5 minutos.  
Para inmunoprecipitar la proteína PHO2 se incubó 40 L del producto de la 
reacción de transcripción y traducción in vitro marcada con 30 Ci de [35S]Met con 40 
L de Anti-MYC Affinity Matrix (Sigma) durante 1 hora en agitación a 4ºC. 
Posteriormente se añadió 400 g de proteína total de Arabidopsis en un volumen final 
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de 500 L y se incubó durante 1 hora en agitación a 4ºC. A continuación se realizaron 5 
lavados con la solución de extracción de las proteínas y la matriz se resuspendió en 
solución de carga y se hirvió durante 5 minutos. 
 
8. ENSAYO DE RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA 
DEL DNA (EMSA) 
 
 Para el gel retardo se utilizó como sonda el oligo degenerado 
TCGACTCGAGTCGACATCGN18GGATCCTGCAGAATTCGCG marcado mediante 
Random Primed DNA labeling kit (Roche) con 30 µCi de [-32P]dCTP (Sambrook y 
col., 1989). Posteriormente se purificó el DNA de cadena doble mediante cromatografía 
de exclusión molecular con columnas Illustra MicroSpin G-50 Columns (GE 
Healthcare) y a continuación se cuantificó en el contador de centelleo. 
 La reacción de unión consistió por una parte, en 100 ng de proteína bHLH149 
expresada y purificada en E.coli y en el caso de la transcripciones y traducciones in 
vitro se añadieron 4 L de reacción total con 11.000 c.p.s de sonda en una solución 
formada por 10 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2 mM DTT  y 10% 
glicerol y se incubó durante 30 minutos en hielo (Solano y col., 1995). Posteriormente 
se cargó en un gel de mezcla acrilamida:bisacrilamida (19:1) al 6% y se resolvió a 170 
V a 4ºC durante 4 horas. Por último se secó el gel a 55ºC durante 2 horas. La banda 
resultante se cortó y se amplificó mediante PCR utilizando los oligos 5´-TC 
GACTCGAGTCGACATCG-3´ y 5´-CGCGAATTCTGCAGGATCC-3´. El producto 
obtenido se marcó con la enzima polinucleótido quinasa y 30 µCi de [-32P]ATP 
(Sambrook y col., 1989). Se cuantificó, se purificó el DNA de doble cadena, se realizó 
la reacción de unión y gel de retardo como se ha descrito con anterioridad.  
 
9. DETERMINACIONES FISILÓGICAS 
 
La tinción GUS se realizó según se describe en Jefferson y col. (1987). 
Para determinar el contenido de Pi celular se utilizó el método de Ames (1966), 
utilizando plantas cultivadas en in vitro en las condiciones indicadas en cada caso.  
 Para la determinación de clorofilas se trituró el material previamente congelado 
y se extrajeron los pigmentos con acetona (80%). A continuación los extractos se 
cuantificaron en el espectrofotómetro a  DO645 y DO663  (Arnon, 1948). 
 
10. ANÁLISIS MICROSCÓPICOS  
 
Las plantas transformadas con la construcción portadora de GFP se analizaron 
en el microscopio de epifluorescencia Leica DM-R (Leica Microsystem, Wetzlar 
GmBH, Germany) que cuenta con los filtros de excitación 470/440 nm y los filtros de 
emisión 525/550 nm. 
Para el estudio del número y del tamaño de las células epidérmicas se 
sumergieron las hojas en ácido láctico (90%) y se incubaron durante 20 minutos a 95
o
C. 
Posteriormente se montaron y se observaron al microscopio óptico Axioshop2 Plus 
(Zeiss). 
 Las medidas de las raíces y de las superficies foliares se realizaron con la ayuda 
del programa informático ImageJ.  
 
11. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICOS 
 
 Para la hibridación de la micromatriz se utilizaron RNAs de las partes aéreas de 
plantas cultivadas durante 7 días en medio completo y posteriormente transferidas a 
medio sin Pi durante 4 días. Los RNAs se extrajeron según lo indicado en el Apdo. 4.2 
y posteriormente se purificaron por columna RNeasy mini kit (QIAGEN) siguiendo 
instrucciones del fabricante. El RNA se retrotranscribió a cDNA de doble cadena y 
posteriormente se sometió a transcripción in vitro dirigida por un promotor T7, para lo 
que se empleó MessageAmp aRNA amplification kit (Ambion) siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Para permitir el marcaje posterior con los fluoróforos, se 
incorporó aminoalil-UTP (Ambion) durante la transcripción in vitro. Posteriormente se 
incubaron 10 g de aRNA en Na2CO3 (1M) con los fluoróforos Cy3 y Cy5  
(Amersham) en oscuridad durante una hora a temperatura ambiente. A la mezcla se le 
añadió 35 l de acetato de sodio pH 7,2 (0,1 M) y se incubó durante 5 minutos en 
oscuridad. El aRNA marcado se purificó con Megaclear kit (Ambion) y se cuantificó 
mediante espectrofotometría. Se hibridaron 3 réplicas biológicas independientes para la 
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comparación trascriptómica. La micromatriz utilizada fue Arabidopsis (V4) gene 
expression 4 x 44 K (Agilent). Para la hibridación se empleó Gene Expression 
Hibridization kit (Agilent) y los lavados se realizaron con Gene Expression Wash Buffer 
kit (Agilent), siguiendo las recomendaciones del fabricante en cada caso. El escaneo 
realizó con GenePix 400B (Molecular Devices) a una resolución de 5 m y las 
imágenes se cuantificaron con GenePix Pro 5.1 (Axon). 
 El fondo local se corrigió mediante el método normexp. Las intensidades 
corregidas de cada réplica se transformaron a escala logarítmica (en base 2) y se 
normalizaron mediante el método Loess (Smyth y Speed, 2003). Finalmente, con el 
objeto de obtener intensidades similares para todas las réplicas, los valores 
normalizados se escalaron mediante el ajuste de sus cuantiles (Bolstad y col., 2003). 
Una vez procesados los datos, se analizaron estadísticamente los cambios de expresión 
para cada sonda utilizando el método Rank Product (Breitlling y col., 2004). Para 
controlar la tasa de falsos positivos (FDR), los valores P se corrigieron usando el 
método descrito por Benjamini y Hochberg (1995). Para la visualización y evaluación  
de los datos obtenidos se utilizó el programa FIESTA  
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA). 
 El procesamiento de las muestras de RNA, hibridación de micromatrices y 
análisis primario de los resultados se realizó en la Unidad de Genómica del CNB. 
 
12. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICOS 
  
 Para realizar la búsqueda de los genes con el motivo E (CANNTG) en la región 
proximal de los promotores (-500 pb desde el ATG), se obtuvieron todos los genes de 
Arabidopsis que portaran dicho motivo con la herramienta Patmatch disponible en 
TAIR (www.arabidopsis.org). Para los análisis posteriores se consideraron sólo los 
genes representados en la matriz de Agilent (28987 genes). En el caso del experimento 
de expresión génica en respuesta al ayuno de Pi (Bustos y col., 2010) se consideraron 
sólo los genes representados en la matriz ATH1 de Affymetrix (21011 genes). 
Asimismo, se valoraron los genes representados en ambas micromatrices en los análisis 
conjuntos de expresión génica de bHLH149 y ayuno de pi (20514 genes). Para la 
determinación del número de motivos de los promotores de los genes seleccionados a 
analizar así como el número total de motivos se utilizó el programa Regulatory 
Sequence Analysis Tool (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/) de la Universidad Libre de Bruselas 
(Van Helden, 2003; Thomas-Choullier y col., 2008). La comparación entre estas 
proporciones de motivos de DNA obtenidos en cada caso se estimó estadísticamente 
mediante una prueba binomial. 
 La búsqueda de genes comunes en los dos experimentos transcriptómicos se 




















































1. BÚSQUEDA DE INTERACCIONES PROTEÍNA-PROTEÍNA 
MEDIANTE EL ENSAYO DE LOS DOS HÍBRIDOS EN LEVADURAS 
 
Con el fin de identificar nuevas proteínas reguladoras de las respuestas al ayuno 
de Pi, se realizó en el laboratorio un escrutinio de proteínas que interaccionaran con 
PHR1 mediante el sistema de los dos híbridos en levaduras. Para ello se generó una 
genoteca de expresión en levaduras a partir de RNA de plántulas de Arabidopsis 
cultivadas en condiciones de ayuno de Pi en periodos comprendidos desde las 12 horas 
hasta los 7 días. Como resultado de este escrutinio se identificó el producto del gen 
At5g20150 (SPX1, Duan y col., 2008) que interacciona fuertemente con PHR1 (M.I. 
Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). 
La proteína SPX1 se caracteriza por poseer el dominio SPX, denominado así por 
estar presente en las proteínas SYG1, PHO81 y XPR1. El análisis funcional de SPX1 
mediante el aislamiento de mutantes de pérdida de función y el análisis de su 
sobreexpresión indican que esta proteína actúa como regulador negativo de las 
respuestas al ayuno de Pi (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). Esta 
regulación negativa se produce mediante la prevención de la unión de la proteína PHR1 
al DNA (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). Además, esta inhibición 
ocurre de manera más efectiva cuando se cultivan las plantas en presencia de Pi, por lo 
que la interacción entre ambas proteínas podría constituir un mecanismo de represión 
transcripcional en presencia de Pi (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). 
 A la vista del papel central de SPX1 en la regulación de la respuesta al ayuno de 
Pi, se decidió realizar la búsqueda de otros componentes reguladores de la respuesta al 
ayuno de Pi basada en la capacidad de interacción con dicha proteína. Para ello se llevó 
a cabo un escrutinio de proteínas que interaccionaran con SPX1 utilizando el sistema de 
los dos híbridos en levaduras. En primer lugar se fusionó el cDNA de SPX1 al 
fragmento que contiene el dominio de unión al DNA del gen GAL4 de levaduras (BD) y 
la construcción se cotransformó junto con el vector vacío portador del dominio de 
activación de la transcripción de GAL4 (AD) en la cepa Y187, para comprobar si la 
fusión activaba la transcripción de los genes marcadores (auxotrofías para H y A y 
actividad -galactosidasa). Tras determinar que BD-SPX no transactiva per se (dato no 
mostrado), se empleó esta construcción como cebo para escrutar la genoteca de 
expresión de levaduras. La búsqueda se realizó mediante conjugación y se plaqueó en 
medio restrictivo (sin WLAH y con 5 mM de 3-AT) con el objeto de limitar la búsqueda 
a interacciones fuertes. A los 5 días, se recogieron 380 positivos primarios que se 
plaquearon en medio sin WL para su mantenimiento. Posteriormente, se cultivaron en 
medios restrictivos (-WLA, -WLH con 5 y 10 mM de 3-AT y –WLAH con 5 y 10 mM 
de 3-AT) para discriminar entre las interacciones más fuertes y más débiles. Tras este 
escrutinio secundario, se seleccionaron 13 clones que mostraron interacción estable y 
reproducible (Tabla 3). Estos plásmidos se cotransformaron junto con el vector vacío 
BD (Tabla 3), donde se observó que la proteína correspondiente al gen At2g26460 
confería activación con el vector vacío BD. Al mismo tiempo se transformaron en E. 
coli para facilitar su secuenciación. Cabe destacar que en el caso de algunos genes, 
como At1g03370, At2g43190, At56510, At5g38720 yAt5g63550 se obtuvieron varios 
clones, lo que podría constituir una prueba indirecta de la calidad de las interacciones. 
 
 A continuación se buscó la información disponible sobre las proteínas 
identificadas (TAIR; www.arabidopsis.org). Como se puede observar en la Tabla 4, de 
las 12 proteínas analizadas, dos de ellas podrían estar implicadas en procesos de 
degradación de proteínas por el proteosoma (proteínas de los genes At1g03370 y 
At4g26400), tres de ellas participarían en la regulación de la transcripción (proteínas de 
los genes At1g09250 y At3g56510), dos en el procesamiento del RNA (proteínas de los 
genes At2g43190 y At5g38720), una en el desarrollo embrionario (proteína del gen 

















Tabla 2 Resumen de los clones obtenidos en el escrutinio de dos híbridos en levaduras. Con el signo + se 
simboliza el crecimiento y con el signo – la ausencia de crecimiento en distintos regímenes auxotróficos. 
Los resultados de autoactivación se obtuvieron al cultivar en medio restrictivo (-WLAH + 5 mM de 3-
AT) los cotransformantes portadores de los clones obtenidos en el escrutinio con el vector pGBKT7 vacío 












5mM        
3 –AT 
-WLAH 
10 mM  
3-AT 
-GAL Auto 
At1g03370 2 + + + + 
 
- 
At1g09250 1 + + + + 
 
- 
At1g58070 1 + + + + 
 
- 
At2g43190 3 + + + + 
 
- 
At3g54350 1 + + + + 
 
- 
At3g56510 2 + + + + 
 
- 
At4g26400 1 + + + + 
 
- 
At5g38720 7 + + + + 
 
- 
At5g63550 2 + + + - 
 
- 
At1g15200 1 + + + - 
 
- 
At3g07860 1 + + + - 
 
- 
At1g06190 1 + - + - 
 
- 









Tabla 3 Descripción y términos GO (Gene ontology) de las proteínas obtenidas mediante la búsqueda de 










Proteína con dominio 
C2 y RING finger 
Desconocido E3-ligasa Desconocida 
At1g06190 





















de la interacción 
proteína proteína con 
dominios 
Pinin/SDK/memA 
Desconocido Desconocida Desconocida 
At1g58070 Proteína desconocida Desconocido Desconocida Desconocida 
At2g43190 



















Proteína que se une a 
la proteína TBP 
Desconocido 
Unión a la 
proteína que se 















At5g63550 Proteína desconocida Desconocido Desconocida Desconocida 





2. CARACTERIZACIÓN DE LA INTERACCIÓN SPX1-bHLH149 EN 
LEVADURAS 
A la vista de los resultados obtenidos se decidió continuar con el estudio más 
exhaustivo del gen At1g09250 (bHLH149 de acuerdo con la nomenclatura de Heim y 
col., 2003) por codificar éste a una proteína nuclear como SPX1, presumiblemente  
implicada en la regulación de la transcripción y que posee un dominio básico hélice-
giro-hélice (bHLH). La interacción entre ambas proteínas resultó bastante fuerte ya que 
el híbrido creció en medio muy restrictivo (-WLAH + 10 mM 3-AT) y además mostró 
actividad -galactosidasa (Figura 8) 
 
 
Figura 8 Crecimiento en distintos regímenes auxotróficos de los cotransformantes y ensayo 
cualitativo de la actividad -galactosidasa (-GAL). Con AD  y BD se representan los vectores vacíos.  
 
 Con el fin de determinar la región de SPX1 necesaria para la interacción con la 
proteína bHLH149, se realizaron cotransformaciones de bHLH149 fusionado al AD 
junto con distintas deleciones de SPX1 fusionadas al BD. Como deleciones se utilizaron 
fragmentos correspondientes al dominio SPX exclusivamente (158 aminoácidos), al 
dominio SPX y parte de la región carboxilo terminal (214 aminoácidos), a la mitad del 
dominio SPX con la región carboxilo terminal completa (170 aminoácidos) y a los 10 
últimos aminoácidos del dominio SPX y la región carboxilo terminal completa (108 
aminoácidos) (Figura 9). La proteína bHLH149 mostró interacción en medio selectivo 
sin WLA con los fragmentos que contenían el dominio SPX completo. Asimismo, en 
-WL
-WLA
-WLAH + 10 mM 3-AT
-GAL
-WLH + 10 mM 3-AT
ensayos de complementación de cuatro auxotrofías y en presencia de 10 mM de 3-AT, 
la interacción resultó más estable en las construcciones portadoras de parte de la región 
carboxilo terminal (Figura 9). Además, la deleción parcial o total del dominio SPX 
abolió completamente la interacción con SPX1 (Figura 9). Estos resultados indican que 
el dominio SPX es necesario y suficiente para la interacción con la proteína bHLH149, 




Figura 9 Esquema de las deleciones de BD-SPX1 utilizadas para la cotransformación con la fusión 
AD-bHLH149. En verde se representa el dominio SPX que incluye la SLN (señal de localización 
nuclear; caja rosa), y en azul la región carboxilo terminal. A la derecha se representan los resultados 
obtenidos al plaquear los cotransformantes en medio selectivo (-WLA y –WLAH + 10 mM de 3-AT) 
y la presencia o ausencia de actividad -galactosidasa (GAL). 
 
 
3. CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL DE LA PROTEÍNA bHLH149 
 
 La secuencia codificante de bHLH149 consta de 624 nt y no posee ningún 
intrón. Se traduce en una proteína hipotética de 207 aminoácidos y 23,15 kDa de peso 
molecular. La proteína forma parte de la superfamilia bHLH. Está clasificada como 
AtbHLH149 (Heim y col., 2003) y más recientemente como AIF4 (ATBS1 
INTERACTING FACTOR, Wang y col., 2009). Esta proteína está clasificada dentro 
del grupo de las proteínas bHLH que se predice que no poseen capacidad de unión a 
DNA ya la región básica es débil (con pocos aminoácidos básicos), y además carece de 
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Tabla 4 Alineamiento aminoácidico del dominio bHLH de las proteínas que carecen de la pareja 
Glu13/Arg16). En verde se resalta la secuencia aminoacídica de la proteína bHLH149. Adaptado de 






Para contrastar la hipótesis de que bHLH149 no une a DNA se realizaron 
ensayos de cambio de la movilidad electroforética del DNA en gel (EMSA). Para ello se 
expresó la proteína bHLH149 en E. coli y se purificó mediante cromatografía de 
afinidad. Una vez purificada la proteína, se realizaron ensayos de tipo western para 
comprobar su tamaño y con ello la integridad de la proteína purificada (datos no 
mostrados). Además de la proteína recombinante, se empleó el producto de la 
transcripción y traducción in vitro (TNT) utilizando como molde el plásmido utilizado 
en los dos híbridos (pGADT7-bHLH149) y un producto de PCR correspondiente al 
cDNA de bHLH149 fusionado al promotor T7. Como sonda para el EMSA se usó una 
mezcla de oligonucleótidos que contenía todas las posibles secuencias de 18 nt 
flanqueadas por dos secuencias adaptadoras que permiten su amplificación posterior por 
PCR. Tras la incubación de las diferentes proteínas con la sonda marcada 
radiactivamente, no se apreció ninguna banda diferencial respecto a su correspondiente 
control, a excepción del carril correspondiente a la proteína recombinante expresada en 
NºbHLH          1 0 E  R   2 0        3 0        4 0        5 0        6 0 
12  MFPSQNSGLN QDDPSDRRKE NEKFSVLRTM VPTV...NEV DKESILNNTI KYLQELEARV E  
110  PRVE.SRSSC PPFKVRKEKL GDRIAALQQL VSPF...GKT DTASVLMEAI GYIKFLQSQI E  
68  PRLQPSPSSQ STLKVRKEKL GGRIAALHQL VSPF...GKT DTASVLSEAI GYIRFLQSQI E  
123  RAKSEAASPS PAFK.RKEKM GDRIAALQQL VSPF...GKT DAASVLSEAI EYIKFLHQQV S  
112  KPRVTTPSPL PTFKVRKENL RDQITSLQQL VSPF...GKT DTASVLQEAI EYIKFLHDQV T  
114  RPRLETLSPL PSFKVRKEKL GDRITALQQL VSPF...GKT DTASVLNEAV EYIKFLQEQV T  
111  AKCSEGSTLS PEKELPKAKL RDKITTLQQI VSPF...GKT DTASVLQEAI TYINFYQEQV K  
48  HSLAERVIHN LTDMARREKI NARMKLLQEL VPGC..DKIQ GTALVLDEII NHVQTLQRQV E  
83  PTTSPKDPQS LAAKNRRERI SERLKILQEL VPNG..TK.V DLVTMLEKAI SYVKFLQVQV K  
86  ATTSPKDPQS LAAKNRRERI SERLKVLQEL VPNG..TK.V DLVTMLEKAI GYVKFLQVQV K  
54  TKGTATDPQS LYARKRREKI NERLKTLQNL VPNG..TK.V DISTMLEEAV HYVKFLQLQI K  
85  SRGAATDPQS LYARKRRERI NERLRILQNL VPNG..TK.V DISTMLEEAV HYVKFLQLQI K  
139  NRGIASDPQS LYARKRRERI NDRLKTLQSL VPNG..TK.V DISTMLEDAV HYVKFLQLQI K  
88  NVRISKDPQS VAARHRRERI SERIRILQRL VPGG..TK.M DTASMLDEAI HYVKFLKKQV Q  
43  NVRISDDPQS VAARHRRERI SERIRILQRL VPGG..TK.M DTASMLDEAI RYVKFLKRQI R  
40  NVRISDDPQT VVARRRRERI SEKIRILKRI VPGG..AK.M DTASMLDEAI RYTKFLKRQV R  
87  NVKISTDPQT VAARQRRERI SEKIRVLQTL VPGG..TK.M DTASMLDEAA NYLKFLRAQV K  
140  TSTLSTDPQS VAARDRRHRI SDRFKILQSM VPGG..AK.M DTVSMLDEAI SYVKFLKAQI W  
142  STKEDTGSGL SNEQSSKDKI RTALKILESV VPGA...KGN EALLLLDEAI DYLKLLKRDL I  
144  QSLSGSASSS NNDGKGRKKM KKMMGVLRRI VPGG...EQM NTACVLDEAV QYLKSLKIEA Q  
117  TSGSPTASND GGIITKRRKI SDKIRSLEKL MPWE..RKMN LAM.TLEESH KYIKFLQSQI A  
146  DGIRILERPD KEGGNEEGGI EERLRELKKL LPGG..EEMN VEE.MLSEIG NYIKCLELQT I  
149  GNCKSRKGLT ETNRIKLPAV ERKLKILGRL VPGC..RKVS VPN.LLDEAT DYIAALEMQV R  
150  LAAAIRGSGG SGRRRKLSAV GNRVRVLGGL VPGC..RRTA LPE.LLDETA DYIAALEMQV R  
151  IMIRPRKSVE AASRRPCRAI HRRVKTLKEL VPNT..KTSE GLDGLFRQTA DYILALEMKV K  





E. coli (Figura 10A). Esta banda podría corresponder a la unión de la proteína 
bHLH149 con el DNA. Para examinar esta probabilidad, la banda se amplificó por PCR 
y se empleó como sonda para un segundo EMSA. En este caso, se observó que el 
fragmento de DNA amplificado se unía tanto a la proteína expresada en E. coli como al 
control negativo (Figura 10B) por lo que no puede considerarse un efecto específico de 




Figura 10 A) Análisis de la capacidad de unión de bHLH149 a DNA mediante experimentos de 
cambio de la movilidad electroforética del DNA (EMSA). Los carriles marcados con números se 
corresponden a las proteínas obtenidas a partir de TNT-pGADT7 (1), TNT-pGADT7-bHLH149 (2), 
TNT-sin molde (3), TNT con el producto de PCR correspondiente al cDNA del bHLH149 (4), 
cLYTAG (5) y cLYTAG-bHLH149 (estas últimas purificadas por cromatografía de afinidad) (6). 
Como sonda se utilizó una mezcla de oligonucleótidos con secuencias al azar marcados 
radiactivamente. B) Resultado del segundo EMSA. Los carriles corresponden a las proteínas cLYTAG 
(1) y cLYTAG-bHLH149 purificadas por cromatografía de afinidad y como sonda se utilizó el 













4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN bHLH149  
 
4.1 Expresión de bHLH149 durante el desarrollo 
Con el fin de conocer el patrón de expresión del gen bHLH149 en la planta 
adulta se realizaron experimentos de tipo northern. Para ello se analizaron RNAs 
procedentes de diferentes órganos de plantas de Arabidopsis cultivadas en el 
invernadero durante 23 días. Así, se detectó acumulación de tránscritos de bHLH149 en 
raíz, en hoja joven, adulta y caulinar, en tallo y en inflorescencias. Cabe destacar que la 
expresión de este gen disminuye a medida que las hojas se desarrollan, desapareciendo 
en hojas senescentes (Figura 11A).  
Por otra parte, se obtuvieron plantas transgénicas portadoras de un fragmento 
promotor de bHLH149 fusionado al gen delator GUS (pbHLH149::GUS), con el fin de 
determinar con mayor precisión la expresión del gen en estudio. La tinción histoquímica 
de la actividad -glucuronidasa (GUS) mostró resultados muy similares a los obtenidos 
mediante northern (Figura 11B). Además, se observaron niveles máximos de actividad 
GUS en la región basal de las hojas jóvenes desapareciendo completamente en hojas 
senescentes.  
En actualidad se dispone de datos de expresión de la mayoría de los genes de 
Arabidopsis gracias a los análisis transcriptómicos con micromatrices de DNA. Esta 
información está fácilmente accesible a través de varias bases de datos (por ejemplo 
BAR: bar.utoronto.ca, GENEVESTIGATOR: www.genevestigator.com). De esta forma 
se comprobó que bHLH149 se expresa en todos los estadíos de desarrollo de la parte 
aérea, alcanzado el máximo nivel de expresión en las hojas jóvenes y disminuyendo a 
medida que la roseta se va desarrollando (Figura 11C). Estos perfiles coinciden con los 
resultados obtenidos mediante las hibridaciones tipo northern. Además, se puede 
analizar con detalle la expresión génica en los diferentes tipos celulares de la raíz 
(Brady y col., 2007). Así hemos observado que bHLH149 se expresa en todos los tipos 




Figura 11 A) Hibridaciones tipo northern correspondientes a la expresión del gen bHLH149 en 
distintos órganos de plantas cultivadas en el invernadero durante 23 días. Los órganos analizados 
fueron raíz (R), hoja joven (HJ), hoja adulta (HA), hoja senescente (HS), hoja caulinar (HC), tallo (T) 
e inflorescencia (I). B) Ensayo GUS de plantas portadoras de la construcción pbHLH149::GUS 
cultivadas durante 23 días en el invernadero. C) Patrones de expresión del gen bHLH149 obtenidos 
mediante la hibridación de micromatrices en distintas estadíos de desarrollo de la parte aérea. D) 
Patrones de expresión obtenidos mediante la hibridación de micromatrices en distintos estadíos de 
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4.2. Expresión de bHLH149 en respuesta al estrés por ayuno de Pi 
Con el objeto de conocer los patrones de expresión de bHLH149 en respuesta a 
la concentración de Pi del medio, se cultivó la línea pbHLH149::GUS en ausencia (-Pi) 
y en presencia (+Pi) de dicho macronutriente y se analizó la actividad GUS en 
diferentes momentos del desarrollo (Figura 12A). En ambos regímenes nutricionales de 
Pi y a ambos tiempos, se observó que la actividad GUS se restringía a las hojas en 
desarrollo (Figura 12A), observándose mayor tinción histoquímica en la base de las 
hojas (Figura 12A). No se detectó actividad GUS en los cotiledones en ninguna de las 
condiciones analizadas. Asimismo, no se observaron diferencias en este patrón de 
expresión en relación al ayuno de Pi en diferentes momentos del desarrollo (datos no 
mostrados). 
Por otra parte, por medio de experimentos de hibridaciones de micromatrices 
realizados en nuestro laboratorio con RNAs procedentes de partes aéreas y de raíces 
cultivadas durante una semana en presencia y en ausencia de Pi, se observó que la 
expresión de bHLH149 no varía significativamente en función del régimen nutricional 
(Figura 12B) (R. Bustos y col., 2010).  
 
 
Figura 12 A) Ensayo GUS de plantas pbHLH149::GUS cultivadas durante 7 días en medio sin Pi (-



































4.3 Regulación hormonal de la expresión de bHLH149 
 Existen evidencias de la participación de diversas hormonas en el control de la 
respuesta frente a la carencia de Pi en Arabidopsis. Con el fin de caracterizar más 
detalladamente la expresión de bHLH149 en respuesta a diferentes hormonas se usó la 
línea pbHLH149::GUS que, como se ha indicado anteriormente, refleja fielmente la 
expresión del gen bHLH149. Para ello, se cultivaron plantas de la línea marcadora en 
medios con distintas hormonas tales como brasinoesteroides (epibrasinólido; Br), ácido 
jasmónico, auxinas (2,4-D), citoquininas (kinetina y BAP) y giberelinas (ácido 
giberélico; GA3). No se observaron diferencias histoquímicas entre las plantas tratadas y 
plantas sin tratar en el caso de los brasinoesteroides (Figura 13), ácido jasmónico y 
auxinas (datos no mostrados).  
 
 
Figura 13  Ensayo GUS de plantas portadoras de la construcción pbHLH149::GUS cultivadas durante 
8 días en medio completo (+Pi) y en medio sin Pi (-Pi) e incubadas durante 3 horas con 3 M de 
epibrasinólido (Br). 
  
 Sin embargo, sí se observaron diferencias en la tinción histoquímica en los 
tratamientos con citoquininas y giberelinas, hormonas implicadas en los procesos de 
división y elongación celular (Figura 14). Las citoquininas son el grupo de hormonas 
que más se han estudiado en relación con la carencia de Pi. La concentración de estas 
hormonas se reduce en plantas sometidas al estrés de Pi (Horgan y Wareing, 1980; 
Salama y Wareing, 1979; Wagner y Beck, 1993) y su aplicación exógena reprime la 
expresión de algunos genes de respuesta frente a la carencia de Pi (Martín y col., 2000; 
Franco-Zorrilla y col., 2002 y 2005). Las plantas tratadas con citoquininas mostraron un 
+Pi -Pi




aumento de la actividad GUS en la parte aérea de forma dependiente de la 
concentración de hormona en el medio, aunque independiente del estatus de Pi (Figura 
14A). Estos resultados indican que el gen bHLH149 se induce en presencia de 
citoquininas en el medio.  
 Las giberelinas son hormonas implicadas en procesos tales como germinación, 
crecimiento de la raíz, crecimiento del hipocotilo, expansión de las hojas e iniciación 
del desarrollo floral (Hooley, 1994 y Richards y col., 2001). Como se puede observar en 
la Figura 14B, la aplicación de la hormona incrementó la actividad GUS en los 
hipocotilos y en los haces vasculares de los cotiledones independientemente de la 
cantidad de Pi presente en el medio, por lo que concluimos que el gen bHLH149 se 
induce en respuesta a giberelinas. 
 
 
Figura 14 A) Ensayo GUS de plantas portadoras de la construcción pbHLH149::GUS cultivadas 
durante 7 días en medio completo (+Pi) y en medio sin Pi (-Pi) con diferentes concentraciones de 
citoquininas (kinetina y BAP). B) Ensayo GUS de plantas portadoras de la construcción 
pbHLH149::GUS cultivadas durante 4 días en medio completo (+Pi) y en medio sin Pi (-Pi) en 
presencia y ausencia de ácido giberélico (GA3).  
 
5. LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE LA PROTEÍNA GFP-bHLH149 
 
Con la finalidad de conocer la localización subcelular de la proteína bHLH149, 
se generó una fusión traduccional del gen GFP fusionado al extremo 5´ de la región 
codificante de bHLH149 bajo el control del promotor del gen 35S del virus del mosaico 
de la coliflor (35S::GFP-bHLH149), que confiere expresión constitutiva del gen situado 
bajo su control. La localización de la proteína resultante se evaluó inicialmente 
mediante expresión transitoria por agroinfiltración de dicha construcción en hojas de 
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Nicotiana benthamiana. A los dos días de la inoculación, se observaron las hojas 
agroinfiltradas al microscopio de fluorescencia, revelando una localización nuclear de la 




Figura 15 Imagen de microscopía de fluorescencia de células de epidermis de Nicotiana 
benthamiana en las que se expresó transitoriamente la fusión 35S::GFP-bHLH149.  
 
 Con el fin de analizar la localización de la proteína bajo diferentes regímenes de 
Pi, se obtuvieron plantas transgénicas de Arabidopsis portadoras de la misma 
construcción. Las plantas se cultivaron durante 5 días en medio completo y sin Pi y se 
observaron las raíces en el microscopio de fluorescencia. La localización de la proteína 
demostró ser nuclear, como ya se había observado en Nicotiana benthamiana, y dicha 
localización no variaba en función del estatus de Pi en el que se hubieran cultivado las 
plantas (Figura 16). 
 
 
Figura 16 Imágenes de microscopía de fluorescencia de raíces de plantas de Arabidopsis 
portadoras de la construcción 35S::GFP-bHLH149 (a la izquierda) cultivadas durante 5 días en 
medio completo (+Pi) o sin Pi (-Pi). Como control se utilizaron plantas de genotipo silvestre que 










6. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL GEN bHLH149 
 
La estrategia más utilizada para abordar el análisis funcional de un gen es 
generar plantas con actividad incrementada y plantas con actividad reducida del mismo. 
Para la obtención de las plantas con actividad reducida de bHLH149, se buscaron líneas 
mutantes mediante inserción del T-DNA de Agrobacterium tumefaciens en los bancos 
de germoplasma. Dado que no había líneas mutantes disponibles para este gen, se 
utilizó la estrategia basada en la expresión de un RNA de interferencia (RNAi), cuya 
construcción fue facilitada por el consorcio AGRIKOLA  y consiste en  un fragmento 
de 169 pb correspondiente al extremo 5´ codificante del cDNA (Hilson y col., 2004), ya 
que esta región es la más divergente en la familia bHLH (Toledo-Ortíz y col. 2003) y 
por tanto la más específica para el gen. Se transformaron plantas portadoras de la fusión 
pIPS1::GUS (Martín y col., 2002) con la construcción de interferencia, y una vez 
obtenidas las líneas homocigotas se analizó la expresión de bHLH149 mediante 
hibridaciones tipo northern. La expresión del gen endógeno en cuatro de las líneas 
transgénicas analizadas era menor que en la línea parental pIPS1::GUS, a la que en 
adelante se denominará como genotipo silvestre (Wt) (Figura 17). Se eligieron dos 
líneas RNAi-bHLH149 independientes (6i y 7i) para la realización de los estudios 
posteriores, por presentar niveles menores de expresión del gen bHLH149 y por tanto 
representar versiones hipomorfas del mismo. 
 
 
Figura 17 Hibridación de tipo northern de plantas portadoras de la construcción de interferencia de 
bHLH149 en homocigosis cultivadas durante 7 días en medio completo. Como control se utilizaron 
plantas del genotipo silvestre (Wt). 
 
Con el objeto de obtener líneas que sobreexpresaran bHLH149 se realizó la 
fusión traduccional del epítopo HA al extremo amino terminal de bHLH149 bajo el 
control del promotor constitutivo 35S (35S::HA-bHLH149, ox-bHLH149) y, como en el 
caso anterior, se transformaron plantas pIPS1::GUS. Una vez obtenidas las líneas 
homocigotas, se analizaron mediante ensayos de tipo western y se eligieron las líneas 
Wt   1i     4i     6i    7i     8i
bHLH149
28S rRNA
oe1 y oe8 para la realización de estudios posteriores por poseer altos niveles de 
acumulación de la proteína de fusión (Figura 18).  
 
 
Figura 18 Ensayos de tipo western de varias líneas portadoras de la construcción 35S::HA-bHLH149. 
Las plantas se cultivaron durante 7 días en medio completo. La detección inmunológica se realizó con 
un anticuerpo anti-HA (-HA) y como control de carga se tiñó la membrana con solución Rojo 
Ponceau (CC). 
 
6.1. Caracterización fenotípica 
 En primer lugar se analizó el fenotipo de las líneas ox-bHLH149 y RNAi-
bHLH149 respecto a la concentración de Pi del medio. Las hojas jóvenes de las dos 
líneas ox-bHLH149 poseían el haz de las hojas curvado hacia arriba cuando se 
cultivaron en medio completo (Figura 19A) y en tierra (Figura 19B). Además las 
plantas mostraron un leve retraso en el crecimiento de la roseta, hecho que se observó 
mejor en las plantas de mayor edad (Figura 19B). Sin embargo, cuando se cultivaron las 
mismas líneas en medio sin Pi, no se observaron diferencias significativas respecto el 
genotipo silvestre (Figura 19A). Estos resultados ponían de manifiesto la implicación de 
bHLH149 en el control del desarrollo de las hojas en función del contenido de Pi del 
medio.  
Respecto a las líneas RNAi-bHLH149 no se apreciaron diferencias fenotípicas 
significativas en la parte aérea al cultivarlas en medio con Pi. Sin embargo, cuando se 
sembraron en medio sin el macronutriente, los cotiledones mostraron un adelanto en la 
senescencia en relación al genotipo silvestre (Figura 19A). Esta aceleración no se 
observó al cultivar estas mismas líneas en otras condiciones nutricionales que inducen 











Figura 19 A) Detalles de las partes aéreas de dos líneas independientes portadoras de la 
sobreexpresión de bHLH149 (oe1 y oe8) y dos líneas portadoras de la construcción de interferencia de 
bHLH149 (6i y 7i) así como del genotipo silvestre (Wt). Las plantas se cultivaron durante 11 días en 
medio completo (+Pi), sin Pi (-Pi) y a baja concentración de nitrógeno (0,1 mM). B) Detalle de las 
rosetas de plantas procedentes de las líneas antes mencionadas cultivadas en el invernadero durante 27 
días.  
  
Cuando se someten las plantas a estrés por carencia de Pi, desarrollan una serie de 
respuestas morfológicas como son el aumento en la proporción raíz/parte aérea, 
disminución de la tasa de crecimiento de la raíz principal y aumento en el número de 
raíces laterales y de pelos radiculares (Bates y Lynch, 1996; López-Bucio y col., 2003). 
Para estudiar el posible papel de bHLH149 en la respuesta frente a la carencia de Pi se 
estudió la arquitectura radicular en las líneas RNAi-bHLH149 y ox-bHLH149. Para 
ello, se sembraron las plantas en medio completo y sin Pi en placas verticales para poder 
observar la morfología de la raíz (Figura 20A). La arquitectura radicular de las líneas 
RNAi-bHLH149 no mostró alteraciones significativas con respecto al genotipo silvestre 
(datos no mostrados). Las líneas ox-bHLH149, por el contrario, mostraron una 
disminución significativa en la longitud de la raíz principal respecto de la del genotipo 
silvestre tanto en medio con Pi (entre 41% y 32%) como en medio sin Pi (46 % en 
ambas líneas) (Figura 20A y B). El número de raíces laterales por centímetro de raíz 
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principal mostró un descenso en relación al control al cultivar las plantas en un medio 
completo, si bien, este efecto no se observó al cultivar las plantas sin Pi (Figura 20C). 
Asimismo, el coeficiente de biomasa entre raíz y parte aérea se redujo de manera 
significativa en las líneas ox-bHLH149 cultivadas en medio sin Pi, ya que en esta 
condición la parte aérea era semejante a la del genotipo silvestre, a diferencia de lo que 





Figura 20 Arquitectura radicular de dos líneas independientes portadoras de sobreexpresión de 
bHLH149 (oe1 y oe8) así como del genotipo silvestre (Wt). A) Plantas cultivadas en placas verticales 
durante 11 días en medio sin Pi (-Pi) y en medio completo (+Pi). B) Longitud de la raíz principal (cm) 
en las mismas condiciones que las mostradas en A. En azul se representa el genotipo silvestre y en 
rojo y verde las dos líneas de sobreexpresión de bHLH149 (oe1 y oe8 respectivamente). C) Nº de 
raíces laterales/longitud de raíz principal. D) Coeficiente raíz/parte aérea de plantas cultivadas durante 
11 días en medio completo (+Pi) y en medio sin Pi en placas verticales. El asterisco indica diferencias 
significativas respecto al genotipo silvestre mediante la aplicación del test T-Student (p<0,05, n=30). 
 
La reducción en la biomasa puede deberse a dos causas: defectos en la división o 
en la elongación celular. Como se había observado disminución de la biomasa en líneas 
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líneas en estudio. Para ello, se observó mediante microscopía óptica la epidermis del 
primer par de hojas. El número de células por unidad de superficie epidérmica era 
ligeramente menor en la línea RNAi-bHLH149 (6i) que en el genotipo silvestre, al 
contrario de lo que ocurría en la línea ox-bHLH149 (oe1), donde había más células por 
superficie (Figura 21A y B). No se apreciaron diferencias significativas entre la 
epidermis adaxial y la abaxial. De estos resultados se puede concluir que bHLH149 
participa como regulador negativo del tamaño celular. 
 
 
Figura 21 A) Imágenes de microscopía óptica de la epidermis del primer par de hojas de las líneas de 
genotipo silvestre (Wt), de interferencia de bHLH149 (6i) y de sobreexpresión de bHLH149 (oe1). Las 
plantas se cultivaron durante 21 días en el invernadero. La barra de escala corresponde a 20 m. B) 
Cuantificación del número de células epidérmicas (x10
-5
) por m2 de superficie foliar. El asterisco 
indica diferencias significativas respecto al genotipo silvestre mediante la aplicación del test T-
Student (p<0,05, n=3).  
 
6.2 Caracterización molecular  
Como caracterización adicional de la alteración de la expresión de bHLH149 en 
relación a las respuestas del ayuno de Pi, se decidió analizar a nivel molecular la 
expresión de una serie de genes marcadores de la respuesta al ayuno de Pi. Dado que las 






















































































que responde a la deficiencia de Pi (Martín y col., 2000), se estudió en primer lugar la 
expresión del gen delator. Para ello se sembraron las líneas de interferencia y de 
sobreexpresión de bHLH149 en distintas concentraciones de Pi y se analizó la actividad 
GUS de la construcción pIPS1::GUS. Respecto a las líneas RNAi-bHLH149 se observó 
una disminución de la actividad GUS a 30 M de Pi a los 7 días, siendo similar al 
genotipo silvestre en el resto de las condiciones analizadas (Figura 22A). En relación a 
las líneas ox-bHLH149 se observó un incremento de la actividad GUS en la raíz a 300 
M de Pi (Figura 22C). No se detectaron diferencias en las plantas cultivadas en medio 
sin Pi ni en medio completo (Figura 22D). Posteriormente, se realizaron hibridaciones 
tipo northern para comprobar si el patrón histoquímico observado se correspondía con 
la expresión del gen endógeno, así como para estudiar la expresión de otros genes 
marcadores de la respuesta a la carencia de Pi. En el caso de las líneas RNAi-bHLH149 
se observó una leve disminución en los niveles de transcripción de IPS1 en la raíz 
(Figura 22B). No se detectaron diferencias significativas en el resto de los marcadores 
analizados (Figura 22B). En las líneas ox-bHLH149 se observó un leve incremento en 
los niveles de transcripción del gen IPS1 en las raíces, no detectándose cambios 






Figura 22 A) Ensayo GUS de plantas portadoras de las construcciones pIPS1::GUS y de interferencia 
de bHLH149 (6i y 7i) así como del genotipo silvestre (Wt) cultivadas durante 7 días en medios sin Pi 
(-Pi), a 30 M y a 100 M de Pi. B) Ensayos de tipo northern de partes aéreas y de raíces de plantas 
cultivadas durante 7 días con 30 M de Pi. C) Ensayo GUS de plantas portadoras de las 
construcciones pIPS1::GUS y 35S::HA-bHLH149 (oe1y oe8) y de la línea parental pIPS1::GUS (Wt). 
Las plantas se cultivaron durante 10 días en medios sin Pi (-Pi), a 300 M de Pi y en medio completo. 
D) Hibridaciones tipo northern de las líneas anteriormente mencionadas cultivadas con una 
concentración de 300 M de Pi durante 11 días.  
  
6.3. Niveles de Pi intracelular libre 
 Otra consecuencia del estrés por ayuno de Pi es la disminución del contenido de 
Pi intracelular libre en las hojas. Además, se ha descrito que diferentes mutaciones de 
genes que participan en la modulación de esta respuesta provoca el aumento o la 
disminución del contenido de Pi en las células foliares (Delhaize y Randall, 1995,  
Rubio y col. 2001, González y col., 2005; Catarecha y col., 2007). Para evaluar si la 
alteración de los niveles de bHLH149 afecta al contenido de Pi intracelular libre, se 
cultivaron las líneas transgénicas y el genotipo silvestre en medio completo durante 12 
días. No se observaron diferencias significativas con respecto al genotipo silvestre en 
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el contenido de Pi pero en las condiciones de cultivo en las cuales se observó alguna 
diferencia a nivel molecular respecto al control. En el caso de las líneas RNAi-
bHLH149 se midió la cantidad de Pi intracelular libre de la parte aérea en plantas 
cultivadas a 30 M de Pi durante 7 días, y en el caso de las líneas ox-bHLH149, en 
plantas cultivadas durante 10 días a 300 M de Pi. En ninguna de las condiciones 
analizadas se observaron diferencias significativas respecto al genotipo silvestre (Figura 
23). 
 
Figura 23 A) Contenido de Pi intracelular libre de la parte aérea de las líneas con actividad 
disminuida de bHLH149 (6i y 7i) así como del genotipo silvestre (Wt) cultivadas durante 7 días en un 
medio con 30 M de Pi. B) Contenido de Pi intracelular libre de la parte aérea de plantas portadoras 
de la sobreexpresión de bHLH149 (oe1 y oe8) así como del genotipo silvestre cultivadas durante 10 
días en un medio con 300 M de Pi. 
 
6.4. Influencia de bHLH149 en repuesta a hormonas  
 Las citoquininas reprimen la expresión de una gran parte de los genes de 
respuesta frente a la carencia de Pi en la raíz (Martín y col., 2000; Franco-Zorrilla y col., 
2002 y 2005). Además, la adición exógena de estas hormonas provoca una disminución 
en la longitud de la raíz principal, inhibe la formación de raíces laterales y retrasa la 
senescencia en las hojas (Salama y Wareing, 1979; Wagner y Beck, 1993; Ori y col., 
1999). En base a estos antecedentes, se estudió el comportamiento de las líneas 
transgénicas frente a la aplicación exógena de citoquininas. Para ello, se sembraron las 
líneas ox-bHLH149 y RNAi-bHLH149 en medios con Pi y sin Pi y con distintas 
concentraciones de citoquinina, no observándose ninguna diferencia fenotípica respecto 
al genotipo silvestre ni en la parte aérea ni en el tamaño de la raíz (datos no mostrados).  
Uno de los procesos fisiológicos en el que están implicadas las citoquininas es 
en el retraso de la senescencia en las hojas (Ori y col., 1999). Como previamente se 
























































lo largo del desarrollo foliar se realizaron experimentos de inducción de la senescencia 
en las hojas. Para ello se extirparon las hojas de las rosetas, se incubaron en agua y en 
oscuridad y se evaluó la senescencia mediante la visualización de las clorofilas. Así se 
observó que las hojas jóvenes de las líneas 6i y 7i contenían menos clorofilas tras el 
tratamiento, indicando un adelanto en la senescencia (Figura 24). Como las líneas ox-
bHLH149 presentaban un leve retraso en el crecimiento, no se pudo realizar este 





Figura 24 Hojas extirpadas de plantas cultivadas en medio completo durante 13 días e incubadas en 
agua y en oscuridad durante 8 días. Las líneas analizadas fueron el genotipo silvestre (Wt) y las 
plantas portadoras de la construcción de interferencia de bHLH149 (6i y 7i). En la parte superior se 
indica el estadío de desarrollo de las hojas en función de la edad. 1+2, primer par de hojas; 3+4, 
segundo par de hojas; 5, hoja quinta. 
 
Otra forma de evaluar la sensibilidad a citoquininas es analizar la capacidad de 
generar callos en presencia de la hormona. Para estudiar si dicha sensibilidad estaba 
alterada en nuestras líneas en estudio, se realizaron experimentos de inducción de callos 
a partir de explantos de raíz de los diferentes genotipos con citoquininas (kinetina 60 
ng/mL) y con una concentración constante de auxinas (2,4-D 100 ng/mL). Los callos de 
las dos líneas ox-bHLH149 fueron mayores y más verdes que los generados a partir de 
plantas control, lo que está de acuerdo con la posibilidad de que los explantos 
procedentes de estas líneas sean más sensibles a la kinetina. Sin embargo, no se 
observaron diferencias significativas en los callos generados a partir de las líneas RNAi-
bHLH149 (Figura 25A). Asimismo, realizamos un ensayo de inducción de senescencia 
en los callos regenerados de todos los genotipos analizados. Para ello, se colocaron los 




explantos de todas las líneas en estudio en placas de medio completo sin ningún tipo de 
aporte hormonal y se incubaron en oscuridad durante 20 días para inducir la 
senescencia. Como se puede observar en la Figura 24B, los callos generados a partir de 
las líneas 6i y 7i se tornaron marrones antes que el genotipo silvestre, indicativo de la 
aceleración de la senescencia. 
 
 
Figura 25 A) Callos de explantos de raíces de las líneas de sobreexpresión (oe1 y oe8), de las líneas 
con actividad disminuida (6i y 7i) de bHLH149 y del genotipo silvestre (Wt) cultivadas durante 35 
días en medio de inducción (100 ng/mL de 2,4D  y 60 ng/mL de kinetina). B) Callos de raíces de las 
líneas de sobreexpresión (oe1 y oe8) y de las líneas con actividad disminuida (6i y 7i) así como del 
genotipo silvestre inducidos en medio completo suplementado con 100 ng/mL de 2,4-D y 60 ng/mL 




En la bibliografía se ha descrito que cuando las plantas crecen en medios con 
bajas concentraciones de Pi se produce un descenso en los niveles de giberelinas activas 
(Jiang y col., 2007). Este hecho se correlaciona con un incremento en la acumulación de 
la proteína RGA que modula diversas respuestas adaptativas al estrés por carencia de Pi, 
tales como la acumulación de antocianinas y el crecimiento de pelos radiculares (Jiang y 
col., 2007). Puesto que previamente se había observado una inducción en la 
transcripción del gen bHLH149 por GA3 (Apartado 4.3) se decidió estudiar la respuesta 
de las líneas de sobreexpresión y con actividad disminuida de bHLH149 frente al aporte 










exógeno de giberelinas. Para ello se cultivaron las líneas transgénicas durante 9 días en 
medio con Pi y en presencia o en ausencia de la hormona y se midió la longitud de los 
hipocotilos. No se observaron cambios significativos en la longitud del hipocotilo en las 
líneas ox-bHLH149 respecto al genotipo silvestre (Figura 26). Por el contrario, la 
longitud de los hipocotilos de las líneas RNAi-bHLH149 (6i y 7i) era un 33% y un 37% 
mayor, respectivamente, respecto al control en presencia de la hormona (Figura 26). De 
estos resultados se puede concluir que las líneas con actividad disminuida de bHLH149 
son más sensibles a la adición exógena de giberelinas. Cabe destacar, que la longitud de 
los hipocotilos de las líneas oe1 y oe8 era ligeramente menor que la que presentaba el 
genotipo silvestre si bien las diferencias no fueron significativas. 
 
 
Figura 26 Longitud de los hipocotilos (cm) de plantas portadoras de la sobreexpresión (oe1 y oe8) y 
de las líneas de interferencia (6i y 7i) así como del genotipo silvestre (Wt) cultivadas durante 9 días en 
medio completo (azul) y en medio completo con 30 M de GA3 (rojo). El asterisco indica diferencias 
significativas respecto al genotipo silvestre mediante la aplicación del test T-Student (p<0,05, n=32). 
 
 
7. INTERACCIÓN DE BHLH149 CON OTROS COMPONENTES 
REGULADORES DE LA RUTA DE RESPUESTA AL AYUNO DE Pi 
 
7.1 Interacción de bHLH149 con PHR1 y PHO2 
 
Como se ha indicado anteriormente, bHLH149 se identificó por su interacción 
física con SPX1, un componente clave en la regulación negativa de las respuestas al 
ayuno de Pi. Para comprobar si la proteína bHLH149 interaccionaba con otros 
componentes reguladores de la respuesta al ayuno de Pi se examinaron las interacciones 
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técnica de los dos híbridos en levaduras. Para dichos ensayos se utilizó como cebo 
bHLH149 fusionado al AD y como presa una deleción de PHR1 (PHR1) así como la 
proteína PHO2 fusionados ambas al BD. La deleción de PHR1 se obtuvo al eliminar el 
fragmento autoactivador (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). Tal y como 
se muestra en la Figura 27, no se observó interacción de bHLH149 con PHR1 aunque 
sí con PHO2. Además el híbrido obtenido mostró una interacción fuerte ya que creció 
en condiciones restrictivas (-WLAH + 10 mM de 3-AT) (Figura 27). 
 
 
Figura 27 Crecimiento en distintos regímenes auxotróficos de las cotransformaciones indicadas. Con 
AD y BD se representan los vectores vacíos.  
 
7.2 Estudio de la interacción de la proteína bHLH149 con SPX1 
 
7.2.1 Interacción in planta de ambas proteínas  
 Como SPX1 y bHLH149 interaccionan fuertemente en el sistema de los dos 
híbridos en levaduras se comprobó si esta interacción se produce in planta realizando 
ensayos de co-inmunoprecipitación. Para ello se fusionaron los dos cDNAs (SPX1 y 
bHLH149) a dos epítopos diferentes que permitieran la detección de los complejos 
proteicos mediante el uso de anticuerpos específicos de cada construcción. Esta serie de 
ensayos se realizó inicialmente mediante la expresión transitoria de las diferentes 
combinaciones de construcciones en hojas de N. benthamiana. En particular las 
combinaciones analizadas fueron: (1) SPX1-GFP + HA (5,9 kDa) y (2) HA-bHLH149 + 
GFP (27 kDa) como controles negativos y  (3) SPX1-GFP (57 kDa) + HA-bHLH149 
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(29,4 kDa), todas ellas bajo el control del promotor 35S (Figura 28). Las diferentes 
combinaciones se agroinfiltraron en hojas de N. benthamiana, se prepararon los 
extractos proteicos y se inmunoprecipitaron con anticuerpo -HA. Al incubar dichas 
muestras con -GFP se detectó la proteína SPX-GFP en la muestra en la que se habían 
coexpresado HA-bHLH149 y SPX-GFP (Figura 28A). De la misma manera, al 
inmunoprecipitar con -GFP e incubar con el anticuerpo -HA, se detectó la proteína 
HA-bHLH149 en la muestra en la que se habían coexpresado ambas proteínas (Figura 
28B). Estos resultados demuestran la interacción de ambas proteínas expresadas de 
forma transitoria en hojas de N. benthamiana.  
 
 
Figura 28 Ensayos de tipo western para la detección de las proteínas coinmunoprecipitadas. Las 
muestras analizadas fueron la coexpresión transitoria en hojas de N. benthamiana de las proteínas 
SPX1-GFP+HA (1), HA-bHLH149+GFP (2) y SPX1-GFP+HA-bHLH149 (3). La detección 
inmunológica de las proteínas de fusión se realizó mediante un anticuerpo anti-HA (-HA) o un 
anticuerpo anti-GFP (-GFP). En A se muestra la inmunoprecipitación (IP) de las proteínas 
fusionadas a HA. En B se muestra la inmunoprecipitación de las proteínas fusionadas a GFP. Las 
proteínas coinmunoprecipitadas (Co-IP) en A se detectaron con el anticuerpo anti-GFP y con el 
anticuerpo anti-HA en B. 
 
 
7.2.2 Interacciones genéticas entre bHLH149 y SPX1  
Con el objeto de estudiar las posibles interacciones genéticas entre SPX1 y 
bHLH149, se realizaron cruzamientos encaminados a obtener diferentes combinaciones 
genéticas para ambos genes. En primer lugar se introgresó la línea ox-bHLH149 en el 
fondo genético doble mutante spx1, spx2. Tras el análisis de una F2 segregante, se 
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aislaron dos líneas portadoras de la construcción oe1 tanto en fondo spx1 como en spx1, 
spx2, no obteniéndose plantas ox-bHLH149 en fondo spx2. En las líneas aisladas se 
estudió la acumulación de la proteína HA-bHLH149 mediante western. En ambas líneas 
se observó una disminución de los niveles de proteína bHLH149, aunque dicho 
detrimento era aún mayor en las plantas portadoras de la doble mutación 
independientemente del régimen de Pi en el que se habían cultivado las plantas (Figura 
29A). Mediante hibridaciones tipo northern se observó que las disminuciones en los 
niveles de proteína correlacionaron con una disminución en los niveles de la 
transcripción de la construcción oe1 (Figura 29B). El resultado de estos experimentos 
sugiere la existencia de un mecanismo de cosupresión de la construcción 35S::HA-
bHLH149 en los fondos mutantes spx1 y spx1, spx2, posiblemente mediada por la 
existencia de secuencias comunes entre la construcción ox-bHLH149 y el T-DNA de las 
líneas spx1, spx2 (Daxinger y col., 2007). Este hecho impidió el estudio de la 
interacción genética entre el SPX1 y bHLH149. 
 
 
Figura 29 A) Ensayos de tipo western de extractos proteicos procedentes de plantas portadoras de la 
sobreexpresión de bHLH149 (oe1), de la sobreexpresión de bHLH149 en fondo mutante spx1 (oe1 x 
spx1) y la sobreexpresión de bHLH149 en fondo doble mutante spx1,spx2 (oe1 x spx1,spx2 ) 
cultivadas en medio completo durante 10 días. B) Hibridación de tipo northern de las mismas líneas 



























A continuación se cruzó una línea portadora de la sobreexpresión de SPX1 con la 
línea 6i. Una vez obtenidas las líneas portadoras de ambas construcciones se midió el Pi 
intracelular libre de la parte aérea, ya uno de los efectos que provoca la sobreexpresión 
de SPX1 es una reducción del 50% del contenido de Pi intracelular libre (M.I. Puga y J. 
Paz-Ares, datos sin publicar). Al analizar el contenido en Pi de la línea obtenida se 
observó que los niveles eran como los del genotipo silvestre y el parental 6i (datos no 
mostrados). Mediante hibridaciones tipo northern se comprobó que los efectos 
observados en la acumulación de Pi en la parte aérea se debían a una disminución en los 
niveles de transcripción de la sobreexpresión de SPX1 (Figura 30) debido, 
probablemente, a fenómenos de cosupresión entre ambas construcciones. Esta 




Figura 30 Hibridación de tipo northern de plantas portadoras de la sobreexpresión de SPX1 (SPX1), y 
de dos líneas independientes (L.39 y L.40) portadoras de la construcción de interferencia de bHLH149 
y de la sobreexpresión de SPX1 (6i x oeSPX1) así como del genotipo silvestre (Wt) cultivadas en 
medio completo durante 10 días. 
 
Posteriormente, se cruzó la línea 6i con el doble mutante spx1,spx2. Una vez 
obtenido el triple mutante, se determinó el contenido de Pi intracelular libre. Como se 
puede observar en la Figura 31, el contenido de Pi intracelular libre resultó ser 
aproximadamente el doble respecto del genotipo silvestre al igual de lo que ocurría en el 
doble mutante spx1, spx2 (M.I. Puga y J. Paz-Ares, dato sin publicar). Además, la línea 
6i x spx1,spx2 poseía algunas características fisiológicas propias del doble mutante, 
como una mayor acumulación de antocianinas (M.I. Puga y J. Paz-Ares, datos sin 
publicar). Estos resultados apuntan a que no existe relación genética entre ambos genes 
en lo que se refiere a los mecanismos de la homeostasis de Pi ni en la acumulación de 
antocianinas en respuesta al ayuno de Pi. 
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 Figura 31 Contenido de Pi intracelular libre de la parte aérea de plantas portadoras de la construcción 
de interferencia de bHLH149 en fondo doble mutante spx1, spx2 (6i x spx1, spx2), así como de los 
parentales y del genotipo silvestre (Wt). Las medidas se tomaron en plantas cultivadas durante 11 días 
en medio con 500 M de Pi. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas respecto 
al Wt mediante la aplicación del test T-Student (p<0,05). 
 
 
7.2.3 Análisis fisiológico de la interacción bHLH149-SPX1 
Se generaron plantas portadoras de las construcciones ox-bHLH149 (oe1) y 
35S::SPX1-GFP (oeSPX1) mediante cruzamiento. Una vez obtenidas las líneas 
portadoras de ambas sobreexpresiones en homocigosis (L1 y L2), se analizaron los 
niveles de acumulación de las dos proteínas de fusión mediante ensayos de tipo western. 
Como se puede observar en la Figura 32A, los niveles de HA-bHLH149 en las líneas 
procedentes del cruce eran similares al parental tanto en la parte aérea como en la raíz. 
Sin embargo, los niveles de SPX1-GFP eran más bajos en las líneas cruzadas que en la 
línea parental, tanto en la parte aérea como en la raíz. Con el objeto de comprobar si 
esta disminución en los niveles de proteína se debía a una regulación post-traduccional 
o a una disminución en los niveles de transcripción, se realizaron hibridaciones tipo 
northern. Así, se observó que los niveles de transcripción de la sobreexpresión de SPX1 
en las líneas cruzadas eran menores que en la línea parental (Figura 32B), sugiriendo un 
































Figura 32 A) Ensayos de tipo western de extractos proteicos procedentes de partes aéreas y de raíces. 
Las líneas analizadas fueron plantas portadoras de la sobreexpresión de bHLH149 y de la 
sobreexpresión de SPX1-GFP (L1 y L2) así como los parentales correspondientes cultivadas en medio 
completo durante 10 días. La detección de las proteínas de fusión se realizó mediante un anticuerpo 
anti-HA (-HA) o un anticuerpo anti-GFP (-GFP). B) Hibridación de tipo northern de plantas de las 
líneas anteriormente mencionadas cultivadas en medio completo durante 10 días.  
 
Aunque los niveles de acumulación de la proteína SPX1-GFP eran menores en 
las líneas cruzadas respecto a la línea parental se utilizaron estas plantas para estudiar el 
efecto de la expresión ectópica de SPX1 y bHLH149. Una de las características 
fenotípicas de la línea que sobreexpresa SPX1 es que acumula menos antocianinas 
cuando se cultivan las plantas a bajas concentraciones de Pi (M.I. Puga y J. Paz-Ares, 
resultados sin publicar). Al cultivar las líneas portadoras de ambas sobreexpresiones 
(L1), se observó que había dos tipos de plantas: unas con mayor acumulación de 
antocianinas y de mayor tamaño (L1a), semejantes fenotípicamente  a la línea ox-
bHLH149, y otras más pequeñas y más claras (L1b) (Figura 33A). Se recogieron las 
plantas de los dos fenotipos y se analizaron los patrones de acumulación de las proteínas 
SPX-GFP y HA-bHLH149. Como se puede observar en la Figura 33B, las plantas de la 
línea L1b mostraron una mayor acumulación de proteína SPX-GFP que las plantas con 
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las plantas de menor tamaño se acumulaba incluso más proteína HA-bHLH149 que en 
la línea parental (oe1). Sin embargo, cuando se cultivaron estas mismas líneas en medio 
completo, no se observó ninguna diferencia en cuanto al tamaño de la roseta ni la 
acumulación de antocianinas (dato no mostrado). Estos resultados apuntan que la 




Figura 33 A) Detalle de la parte aérea de plantas cultivadas durante 22 días en un medio con 30 M 
de Pi. Las líneas analizadas fueron: plantas portadoras de la sobreexpresión de bHLH149 y de la 
sobreexpresión de SPX1 con la parte aérea grande y antocianinas semejantes al genotipo silvestre 
(L1a) y plantas de menor porte y menor acumulación de antocianinas que el genotipo silvestre (L1b) 
así como los parentales. B) Ensayos de tipo western de extractos proteicos de las misma líneas 
mostradas en A. La detección de las proteínas de fusión se realizó mediante un anticuerpo anti-HA (-
HA) o un anticuerpo anti-GFP (-GFP).  
 
Para comprobar si la interacción entre ambas proteínas dependía del estatus de 
Pi del medio de cultivo, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitación 
utilizando una línea portadora de ambas construcciones (L1) así como las líneas 
parentales (oe1 y oeSPX1) (Figura 34). Los resultados obtenidos de la co-
inmunoprecipitación indicaron que la interacción entre ambas proteínas era más efectiva 
cuando las plantas se cultivaron en ausencia de Pi (Figura 34), por lo que podemos 
concluir que SPX1 y bHLH149 interaccionan de manera dependiente del nivel de Pi en 
la planta. Además, al analizar la proteína HA-bHLH149 co-inmunoprecipitada junto con 
SPX1-GFP se observaron dos bandas definidas en las plantas cultivadas sin Pi, que no 
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se observaron en +Pi, debidas probablemente a la detección de distintas isoformas de 
HA-bHLH149 específicas de -Pi. 
 
 
Figura 34 Ensayos de tipo western de las co-inmunoprecipitaciones de extractos proteicos de plantas 
completas cultivadas durante 12 días en medio con Pi (+Pi) y sin Pi (-Pi). Las muestras analizadas 
fueron plantas portadoras de la sobreexpresión de HA-bHLH149 (oe1), de la sobreexpresión de SPX1-
GFP (oeSPX1) y la línea portadora de ambas construcciones (L1). La detección de las proteínas de 
fusión se realizó mediante un anticuerpo anti-HA (-HA) o un anticuerpo anti-GFP (-GFP). 
 
 
7.3 Estudio de la interacción de la proteína bHLH149 con PHO2 
  
7.3.1 Interacción in planta de ambas proteínas  
La proteína PHO2 está implicada en la homeostasis del Pi (Delhaize y Randall, 
1995; Aung y col., 2006; Bari y col., 2006; Chiou y col., 2006). La pérdida de actividad 
de este gen se traduce en un incremento de la acumulación del Pi en la parte aérea 
provocado por un aumento en la absorción del macronutriente por las raíces y un 
incremento en la tasa de translocación de la raíz a la parte aérea (Chiou y col., 2006). 
Además, cuando se cultiva el mutante pho2 en condiciones suficientes de Pi las hojas 
viejas desarrollan clorosis/necrosis debido al exceso de Pi (Chiou y col., 2006). Este 
fenotipo se debe a que no se produce la recirculación del nutriente de las hojas viejas a 
las jóvenes, lo que provoca la senescencia prematura de las hojas viejas (Chiou y col., 
2006). Dado el papel importante de PHO2 en la homeostasis del Pi y como previamente 
se había observado que las proteínas bHLH149 y PHO2 interaccionaban en el sistema 
de levaduras, se examinó si ambas proteínas interaccionaban in planta. Para ello, se 
expresó ectópicamente la proteína PHO2 fusionada a distintos epítopos en Arabidopsis. 
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Dado que no se detectó ninguna de las proteínas de fusión de PHO2 mediante western 
(datos no mostrados), se analizó dicha interacción mediante un sistema semi in planta 
basado en la traducción in vitro de PHO2. Para ello se obtuvo la proteína PHO2 
fusionada al epítopo MYC (MYC-PHO2) mediante transcripción y traducción in vitro 
marcada radiactivamente (Figura 35). La proteína de fusión se incubó con extractos de 
Arabidopsis procedentes de la línea portadora de la sobreexpresión HA-bHLH149 (oe1), 
plantas de genotipo silvestre (Wt), así como de plantas portadoras de la construcción 
ProFKF1::HA-FKF1 de la que se presume que no interacciona con PHO2, y que sirvió 
como control negativo (Figura 35). Los extractos se inmunoprecipitaron con anticuerpo 
-MYC y posteriormente se incubaron con el anticuerpo -HA (Figura 35). Así, se 
detectó HA-bHLH149 en la muestra incubada con MYC-PHO2, indicativo de la 
interacción entre ambas proteínas (Figura 35). 
 
 
Figura 35 En el panel superior se muestra la inmunoprecipitación con -MYC de la proteína -PHO2 
traducida in vitro. En la parte inferior se muestran los ensayos de tipo western de las co-
inmunoprecipitaciones (Co-IP). Los extractos proteicos utilizados procedían de plantas de Arabidopsis 
portadoras de la construcción ProFKF1::HA-FKF1 (1), de genotipo silvestre (2) y plantas portadoras de 
la construcción 35S::HA-bHLH149 (3) cultivadas en medio completo durante 12 días. Para la 
detección de las proteínas fusionadas al epítopo HA se utilizó un anticuerpo anti-HA (-HA). La 
punta de flecha indica la banda correspondiente a la proteína HA-bHLH149 coinmunoprecipitada 
junto con MYC-PHO2. 
 
 
7.3.2 Interacciones genéticas entre bHLH149 y PHO2 
 Para estudiar el significado funcional de la interacción entre las proteínas PHO2 
y bHLH149 se realizaron cruzamientos para introgresar la mutación pho2 en las líneas 
ox-bHLH149 y RNAi-bHLH149. Posteriormente se procedió a medir el contenido de Pi 
intracelular libre en los cruces obtenidos, ya que el mutante pho2 es un hiperacumulador 
de Pi. Así se observó que tanto las plantas portadoras de la sobreexpresión de bHLH149 
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como las línea con actividad disminuida de bHLH149, ambas en fondo mutante pho2, 
hiperacumulaban Pi a niveles semejantes a los del mutante simple pho2 (Figura 36A y 
B). De estos resultados podemos decir que el efecto hiperacumulador de Pi de la 
mutación pho2 es independiente de los niveles de expresión del gen bHLH149. 
 
 
Figura 36 Contenido de Pi intracelular libre de la parte aérea de los distintos genotipos obtenidos. A) 
Las muestras analizadas corresponden a plantas portadoras de la construcción de interferencia de 
bHLH149 en fondo pho2 (6i x pho2) así como a las líneas parentales y al genotipo silvestre. B) Las 
muestras analizadas corresponden de la sobreexpresión de bHLH149 en fondo mutante pho2 (oe1 x 
pho2) así como a las líneas parentales y al genotipo silvestre.  Las plantas se cultivaron durante 11 
días en medio completo. El asterisco indica diferencias significativas respecto al genotipo silvestre 
mediante la aplicación del test T-Student (p<0,05). 
 
 Para estudiar la interacción genética entre bHLH149 y PHO2 en relación al 
crecimiento se sembraron todas las líneas en estudio en medio completo durante 21 
días. En estas condiciones, se observó una disminución significativa en la biomasa 
respecto al genotipo silvestre en las líneas pho2, ox-bHLH149 y de manera más acusada 
en la línea ox-bHLH149 en fondo mutante pho2 (Figura 37). Sin embargo, la línea 
RNAi-bHLH149 en fondo mutante pho2 presentó una biomasa semejante al genotipo 
silvestre (Figura 37). Estos resultados indican que bHLH149 regula de manera negativa 


















































 Figura 37 A) Detalle de la parte aérea de plantas de la sobreexpresión y de interferencia de bHLH149 
en fondo genético pho2 (oe1 x pho2 y 6i x pho2), así como de los parentales y el genotipo silvestre. 
B) Medida del peso fresco de las rosetas de plantas de las líneas anteriormente mencionadas 
cultivadas durante 21 días en medio completo. El superíndice a indica la existencia de diferencias 
significativas respecto al genotipo silvestre. El superíndice b indica la diferencias significativas 
respecto a la línea de sobreexpresión de bHLH149 (test T-Student p<0,05, n=45). 
 
Otra característica del mutante pho2 es que presenta una necrosis/aceleración en 
la senescencia en hojas viejas, probablemente producida por la toxicidad del Pi 
acumulado, debido a que no se produce la removilización del nutriente desde las hojas 
viejas a las jóvenes (Chiou y col., 2006, Aung y col., 2006; Delhaize y Randall, 1995). 
Así, se analizó el efecto de la alteración de la actividad de bHLH149 en combinación 
con la pérdida de función de PHO2 en relación a la senescencia foliar. Para ello, se 
diseccionaron las hojas de todos los genotipos en función de su estado de desarrollo y se 
evaluó su grado de senescencia mediante la cuantificación de clorofilas (Figura 38). De 
acuerdo con lo esperado, se observó un adelanto en la senescencia en el primer par de 
hojas en el mutante pho2, donde la acumulación de clorofilas era menor que en el 
genotipo silvestre (Figura 38A y B). En lo concerniente a la línea RNAi-bHLH149, no 
se observaron diferencias significativas respecto al control. Sin embargo, en la línea 6i x 
pho2 los niveles de clorofilas eran semejantes al genotipo silvestre (Figura 38A y B), 
reflejando la supresión del fenotipo de senescencia de pho2. En lo que se refiere a la 






























































primer par de hojas fueron menores que en el genotipo silvestre e incluso menores que 
en el mutante pho2 (Figura 38C  y D). De los resultados obtenidos se puede decir que la 
diminución de la actividad de bHLH149 en fondo genético pho2 recupera el fenotipo 
silvestre en lo que se refiere a senescencia/muerte celular mientras que la 




Figura 38 A) Disección de la roseta de plantas cultivadas durante 21 días en medio completo. Las 
líneas analizadas fueron la línea portadora de la construcción de interferencia en fondo mutante pho2 
(6i x pho2) así como las líneas parentales y el genotipo silvestre. B) Contenido en clorofilas (g 
clorofila/ g peso fresco) de los cotiledones y en el primer par de hojas. C) Disección de la roseta de 
plantas cultivadas durante 21 días en medio completo. Las líneas analizadas fueron la línea portadora 
de la sobreexpresión en fondo mutante pho2 (oe1 x pho2) así como las líneas parentales y el genotipo 
silvestre. D) Contenido en clorofilas (g clorofila/ g peso fresco) de las hojas diseccionadas de las 
líneas antes descritas. El asterisco indica diferencias significativas respecto al genotipo silvestre 
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7.3.3 Papel de PHO2 en la estabilidad de bHLH149 
 La proteína PHO2, como se ha mencionado antes, posee un dominio de 
conjugación a ubiquitina propio de enzimas E2 ubiquitina conjugasas (Smalle y Viestra, 
2004). Este dominio cataliza la transferencia de ubiquitina a una E3 ubiquitina ligasa, la 
cual reconoce de manera específica a la proteína diana y la marca con el polipéptido de 
ubiquitina para su degradación vía proteosoma (Viestra, 2009). A pesar de que el papel 
fisiológico de PHO2 ha sido ampliamente estudiado (Delhaize y col., 1995; Aung y col., 
2006; Bari y col., 2006; Franco-Zorilla y col., 2007; Pant y col., 2008; Lin y col. 2008), 
hasta la fecha no se ha profundizado en su función molecular ni en su posible papel en 
la ruta de degradación de proteínas por el proteosoma. Con el objeto de estudiar si la 
proteína PHO2 afecta a la estabilidad de la proteína bHLH149, se analizó la 
acumulación de la fusión HA-bHLH149 en fondo mutante pho2 en plantas cultivadas 
durante 7 días con Pi y en ausencia de dicho macronutriente. No se observaron 
diferencias significativas en la acumulación de la proteína ni en la parte aérea ni en la 
raíz (dato no mostrado). De la misma manera se estudió la acumulación de la proteína 
en plantas de mayor edad (Figura 39A y B). En este caso, la acumulación de HA-
bHLH149 resultó ser mayor en fondo pho2, independientemente del estadío de 
desarrollo de las hojas (Figura 39B). De estos resultados podemos concluir que la 
proteína PHO2 interviene en los procesos que modulan la acumulación de la proteína 
bHLH149 en la parte aérea de plantas adultas. 
 
Figura 39 A) Detalle de la parte aérea de plantas portadoras de la sobreexpresión de HA-bHLH149 en 
fondo mutante pho2 (oe1 x pho2), parentales y genotipo silvestre (Wt) cultivadas durante 21 días. B) 
Ensayos de tipo western de extractos proteicos de partes aéreas de plantas de las líneas mostradas en 
A. Las partes analizadas fueron cotiledones (Cot), hojas primera y segunda (1+2) y resto de la roseta.  
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8. INTERACCIÓN DE bHLH149 CON OTROS MIEMBROS DE LA 
FAMILIA bHLH 
 
La proteína bHLH149 está clasificada en el grupo de las proteínas que no poseen 
capacidad de unión al DNA ya que posee una región básica con pocos aminoácidos 
básicos, y además carece de los residuos Glu13/Arg16 que son críticos para la unión al 
DNA (Toledo-Ortiz y col., 2003). En los últimos años, se ha implicado a miembros de 
esta familia como reguladores negativos de la unión de otras proteínas bHLH al DNA 
mediante la formación de heterodímeros (Massari y Murre, 2000). Entre otros, se ha 
caracterizado a KIDARI como represor de HFR1 (Hyun y Lee, 2006),  a PAR1 y PAR2 
como represores transcripcionales de genes de respuesta a auxinas y a brasinoesteroides 
(Bou-Torrent y col., 2008), y a la subfamilia AIF, de la que bHLH149 es miembro, 
como reguladores negativos de la señalización de brasinoesteroides mediante la 
interacción con el bHLH ATBS1  (Wang y col., 2009). 
Con el objetivo de estudiar posibles interacciones de la proteína bHLH149 con 
otros miembros de la familia con capacidad de unión a DNA, se realizaron ensayos de 
los dos híbridos en levaduras. Para ello, se utilizó como cebo la proteína bHLH149 y 
como presa algunas proteínas bHLH con capacidad de unión a DNA implicadas en 
diversos procesos biológicos fusionadas al AD. Como se puede observar en la Tabla 5, 
la proteína bHLH149 interacciona con las proteínas BEE1 y BEE2 (Fiedrichsen y col., 
2002), aunque la interacción bHLH149/BEE2 resultó ser más estable ya que el híbrido 
creció incluso en presencia de 3-AT. Tanto BEE1 como BEE2 son reguladores 
positivos de la respuesta a brasinoesteroides (Friedrichsen y col., 2002), por lo que 
bHLH149 podría participar como regulador negativo de la señalización mediada estas 














Tabla 5 Crecimiento en distintos regímenes auxotróficos de los cotrasformantes. Con el signo + se 
simboliza el crecimiento positivo, en el caso de ++  se simboliza el crecimiento positivo en presencia de 
3-AT y con el signo – la ausencia de crecimiento. En todos los casos se utilizó la proteína bHLH149 
fusionada al BD y el resto de las proteínas fusionadas al AD.  
 
Id ID -WL -WLAH FUNCIÓN  REFERENCIA 




PIF4 At2g43010 + - Respuesta a luz y a giberelinas Leivar y col. (2008) 
PIL2 At3g62090 + - Respuesta a luz y a giberelinas  
PIL6 At3g59060 + - Respuesta a alta temperatura Koini y col. (2009) 
MYC1 At4g00480 + -   
BIM1 At5g08130 + - Implicado en la señalización de 
brasinoesteroides 
Yin y col. (2005) 
BEE1 At1g18400 + + Regulador positivo de la 
señalización de 
brasinoesteroides 
Friedrichsen y col. 
(2002) BEE2 At1g35460 + ++ 
MYC2 At1g32640 + - Señalización en respuesta  a 
ABA, 
ácido jasmónico y luz azul 
Abe y col. (2003) 
Lorenzo y col. 
(2004) 
Boter y col. (2004) 
Yadav y col. (2005) 
bHLH32 At3g25710 + - Regulador negativo de la 
acumulación de antocianinas y 
la producción de pelos 
radiculares durante el ayuno de 
Pi 
Chen y col. (2007) 
SPATULA At4g36930 + - Regulador del desarrollo del 
carpelo 
Mediador de las respuestas de 
germinación a la luz y la 
temperatura 
Heisler y col. 
(2001) 
 
Penfield y col. 
(2005) 
ALCATRAZ At5g67110 + - Dehiscencia del fruto Rajani y 
Sundaresan (2001) 
 
9. ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 
 
 Con el objeto de conocer los genes cuya expresión se alteraba en respuesta a la 
expresión ectópica o a la disminución de actividad de bHLH149 se realizaron estudios 
transcriptómicos mediante la hibridación de micromatrices. Para ello se analizaron 
RNAs procedentes de tres réplicas biológicas de partes aéreas de la línea ox-bHLH149 
(oe1) que se compararon con las correspondientes réplicas de la línea RNAi-bHLH149 
(6i). Las plantas se cultivaron durante 7 días en medio completo y posteriormente se 
transfirieron a medio carente de Pi durante 4 días. A partir del análisis conjunto de las 
tres réplicas biológicas se obtuvieron los ratios de expresión relativa (oe1/6i) para cada 
uno de los genes representados en la micromatriz analizada (total 28897 genes), así 




consideraron genes significativamente inducidos en la línea ox-bHLH149 aquellos con 
un ratio de intensidad superior a 1,8 y un valor de probabilidad ajustada (FDR) inferior 
a 0,05. Análogamente, los genes con un ratio de intensidades inferiores a -1,8 y FDR 
inferior a 0,05 se consideraron como significativamente reprimidos ox-bHLH149. 
Como se puede observar en la tabla 7, 34 genes se reprimen y 10 genes se inducen. El 
gen que mostró mayor nivel de inducción (22 veces) fue bHLH149 indicativo de la 
sobreexpresión del mismo. El hecho que el número de genes con la expresión alterada 
sea bajo podría deberse a que la regulación ejercida por bHLH149 podría estar 
restringida a determinados tipos celulares. Respecto a los resultados obtenidos, 
observamos que se reprimen cuatro genes de la familia bHLH (bHLH38, bHLH39, 
bHLH100 y bHLH101) que se inducen en condiciones de carencia de hierro (Wang y 
col., 2007). En la bibliografía se ha descrito que la inhibición de la elongación de la raíz 
principal que se produce durante la carencia de Pi, se puede deber a que durante el 
estrés aumenta la disponibilidad de hierro debido a la secreción de ácidos orgánicos que 
acidifican el medio (Ward y col., 2008; Hirsch y col., 2006). El exceso de hierro 
produce la parada en el crecimiento de la raíz (Ward y col., 2008; Hirsch y col., 2006). 
Como la sobreexpresión de bHLH149 produce una disminución en el crecimiento de la 
raíz, la represión de de bHLH38, bHLH39, bHLH100 y bHLH101 podría reflejar un 
mecanismo de compensación para evitar una mayor reducción de tamaño.  
 Las proteínas bHLH se unen a una secuencia de seis nucleótidos conocida como 
motivo E (CANNTG) (Toledo-Ortiz y col., 2003). Existen diversas variantes del motivo 
E en función de la identidad de sus dos nucleótidos centrales, aunque el más común es 
el motivo G (CACGTG). Como la proteína bHLH149 interacciona al menos con otros 
dos proteínas bHLH como son BEE1 Y BEE2 se decidió comprobar si los genes cuya 
transcripción se inducía o se reprimía en las plantas que sobreexpresaban bHLH149 
poseían en la región promotora próxima (-500 pb desde el ATG) el motivo E en 
cualquiera de sus variantes. En los genes inducidos se observó un enriquecimiento 
significativo del motivo CAAGTG (Tabla7) y en los genes reprimidos un 
enriquecimiento significativo en la representación tanto del motivo G como de las cajas 
CAAGTG y CATGTG (Tabla 7). Estos resultados están de acuerdo con la hipótesis de  
que la función de bHLH149 es impedir la unión al DNA de otros bHLH con capacidad 
de unión al motivo CAHGTG. 
 
 
Tabla 6 Análisis transcriptómico del efecto de la alteración en los niveles de expresión de bHLH149.  Las 
muestras analizadas fueron obtenidas a partir de la parte aérea de plantas cultivadas durante 7 días en 
suficiencia de Pi (+Pi) y posteriormente transferidas a medio sin el macronutriente durante 4 días. Con los 
signos + y – se representa inducción y represión respectivamente. En la última columna de la derecha se 
indican los ratios de expresión relativa para cada gen en plantas cultivadas en carencia de Pi respecto a 














Ratio de intensidades   FDR (RankProd) ID Descripción ratio intensidades -Pi/+Pi
-4,81 0 At2g41240   bHLH100
-4,2 0 At5g19470   ATNUDT24 (Arabidopsis thaliana Nudix hydrolase homolog 24) 0,67
-4,12 0 At3g45095 Expressed protein
-3,18 0 At3g56970   bHLH038/ORG2 (OBP3-responsive gene 2)
-3,05 0,00333333 At4g15210   -AMY (Beta amylase) 6,5
-3,03 0 At1g47400    similar to unknown protein -4,07
-2,92 0,00166667 At5g59310   LTP4 (Lipid transfer protein 4) 5,73
-2,91 0,00125 At3g56980   bHLH039/ORG3 (OBP3-responsive gene 3) -4,3
-2,87 0,01238095 At3g24982   Protein binding -4,03
-2,79 0,00142857 At1g70270   Unknown protein 3,35
-2,67 0,008 At1g47395   Unknown protein
-2,6 0,00692308 At3g02550   LBD41 (LOB domain-CONTAINING PROTEIN 41) -0,82
-2,6 0,0075 At5g66400   RAB18 (RESPONSIVE TO ABA 18) 3,85
-2,54 0,01357143 At2g14247   Expressed protein
-2,51 0,0234375 At5g04150   bHLH101 -3,41
-2,47 0,01266667 At5g50800   Nodulin MtN3 family protein 4,59
-2,43 0,0125 At2g37870   Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein 4,5
-2,42 0,01111111 At2g30766   Unknown protein -0,27
-2,41 0,0105 At3g45860   Receptor-like protein kinase -1,08
-2,41 0,015 At3g56275   Pseudogene of unknown protein
-2,38 0,01703704 At1g67865   Unknown protein 0,21
-2,37 0,02419355 At1g53830   ATPME2 (Arabidopsis thaliana pectin methylesterase 2) -0,043
-2,37 0,01181818 At5g59320   LTP3 (Lipid transfer protein 3) 4,85
-2,37 0,01176471 At5g10040   pseudogene of unknown protein -0,25
-2,31 0,0126087 At1g14880   Similar to unknown protein
-2,29 0,02333333 At1g12805   Nucleotide binding 
-2,27 0,02137931 At3g22231   PCC1 (Pathogen and circadian controlled 1) 0,086
-2,24 0,0168 At4g24000   AtCSLG2 (Cellulose synthase-like G2) 1,51
-2,23 0,023 At1g12030   Similar to unknown protein -1,25
-2,2 0,02071429 At2g27550   ATC (Arabidopsis thaliana CENTRORADIALIS) -0,26
-2,15 0,03536585 At3g22240 ARATH 0,78
-2,06 0,04285714 At1g76650   CML38; calcium ion binding 2,93
-2,06 0,03025641 At2g17850   Similar to unknown protein -0,85
-1,97 0,04869565 At4g33560   Unknown protein -1,16
22,36 0 At1g09250   bHLH149 -0,096
5,67 0 At3g44042   Transposable element gene
3,07 0 At5g05340   Peroxidase 1,07
2,64 0,008 At5g14650   Polygalacturonase -1,35
2,38 0,00666667 At5g44120   CRA1 (CRUCIFERINA); nutrient reservoir 1
2,33 0,00666667 At5g05350   similar to unknown protein 0,37
2,23 0,00714286 At5g54190   PORA (PROTOCHLOROPHYLIDE REDUCTASE A) 0,24
2,19 0,0075 At1g48130   AtPER1 (1-CYSTEIN PEROXIREDOXINA 1) 1,81
2,11 0,00833333 At3g21370   Proteína de la familia GLYCOSIL HIDROLASE 1,17




Tabla 7 Representación de las variantes del motivo E en las regiones promotoras próximas (-500 pb 
desde el ATG) en los genes cuya transcripción varía en respuesta a la alteración en los niveles de 
expresión de bHLH149. Como referencia se indica la representación de estas variantes en la región 
promotora próxima de los genes representados en la micromatriz (Genoma, azul). En los genes inducidos 
(rosa) y en los genes reprimidos (verde) se indican los motivos observados (Obs), los motivos esperados 
(Esp) y la sobrerrepresentación. La significación estadística de la sobrerrepresentación entre los valores 




Con el objetivo de estudiar la relación existente entre los resultados 
transcriptómicos obtenidos con el análisis transcriptómico global de la respuesta de las 
plantas a la carencia de Pi, se realizaron comparaciones entre los genes inducidos y 
reprimidos en la línea que sobreexpresaba bHLH149 con los genes inducidos y 
reprimidos en la parte aérea de plantas cultivadas durante 7 días en medio completo y 
sin Pi (Bustos y col., 2010). Mediante dicho análisis se pudo observar la existencia de 
una correlación entre los genes reprimidos en respuesta a la alteración de los niveles de 
bHLH149 respecto a los genes que se inducen durante la carencia de Pi (Tabla 8). El 
hecho de que la actividad de bHLH149 se incremente en el ayuno de Pi está de acuerdo 
con la disminución de crecimiento en dicha condición, por lo que parece que, en 
relación a los cambios transcriptómicos observados, el efecto de bHLH149 es atenuar la 
respuesta a la carencia de Pi. 
 
Tabla 8 Comparación entre los genes inducidos y reprimidos en respuesta a la alteración de los niveles 
transcripcionales de bHLH149 con los genes inducidos y reprimidos en la parte aérea durante el ayuno de 
Pi. La significación estadística se determinó mediante una prueba binomial (P< 0,001, valores resaltados 
en rojo). 
 
 Inducidos -Pi vs 
inducidos  
Inducidos -Pi vs 
reprimidos   
Reprimidos -Pi vs 
reprimidos  
Reprimidos -Pi vs 
inducidos  
Obs (nº genes) 3 9 5  2  
Esp (nº genes) 0,78 2,18  2,08  0,75  
Binomial 0,0372 0,0002 0,0523 0,169 
 
Motivos Inducidos Reprimidos
DNA Genoma Obs Esp Obs/Esp Binomial Obs Esp Obs/Esp Binomial
CAAATG 0,492 4 4,427 0,904 0,605 16 17,216 0,929 0,648
CAATTG 0,156 2 1,407 1,421 0,411 3 5,472 0,548 0,910
CAAGTG 0,206 6 1,850 3,243 0,012 14 7,195 1,946 0,016
CAACTG 0,133 0 1,200 0,000 1,000 5 4,666 1,072 0,499
CATATG 0,148 2 1,336 1,498 0,386 8 5,194 1,540 0,154
CATGTG 0,242 2 2,177 0,919 0,634 17 8,466 2,008 0,006
CATCTG 0,128 1 1,150 0,870 0,683 7 4,471 1,566 0,165
CAGCTG 0,041 0 0,365 0,000 1,000 1 1,420 0,704 0,758
CAGGTG 0,062 1 0,560 1,785 0,429 3 2,179 1,377 0,372
CACGTG 0,123 1 1,108 0,902 0,670 13 4,311 3,016 0,001
 Como previamente se había observado un enriquecimiento estadísticamente 
significativo del motivo CAHGTG en los promotores de los genes reprimidos, se 
estudió el número total de motivos en todas sus variantes en la región promotora 
proximal (-500 pb desde el ATG) de los genes inducidos y reprimidos durante el ayuno 
de Pi. Respecto a los genes inducidos, se observó un enriquecimiento significativo de 
los motivos CACGTG, CAAGTG y CATATG (Tabla 9). En lo concerniente a los genes 
reprimidos durante el ayuno de Pi no se observaron diferencias significativas. (Tabla 9). 
Cabe destacar que la sobrerrepresentación de los motivos CAAGTG y CACGTG en los 
genes reprimidos en respuesta a la alteración en los niveles de bHLH149 es mayor (1,9 
y 3 veces respectivamente, Tabla 8) que el observado en los genes inducidos en el 
ayuno de Pi (Tabla 9). Este hecho pone de manifiesto la participación de bHLH149 
durante las respuestas a la deficiencia de Pi. 
 
Tabla 9 Representación de las variantes del motivo E en las regiones promotoras próximas (-500 pb 
desde el ATG) en los genes cuya transcripción varía durante el ayuno de Pi. Como referencia se indica la 
representación de estas variantes en la región promotora próxima de los genes representados en la 
micromatriz (Genoma, en azul). En los genes inducidos (rosa) y en los genes reprimidos (verde) se 
indican los motivos observados (Obs), los motivos esperados (Esp) y la sobrerrepresentación. La 
significación estadística de la sobrerrepresentación entre los valores obtenidos y los esperados se indica 












DNA Genoma Obs Esp Obs/Esp Binomial Obs Esp Obs/Esp Binomial
CAAATG 0,414 724 744,095 0,973 0,774 715 713,851 1,002 0,488
CAATTG 0,153 247 274,815 0,899 0,958 272 263,645 1,032 0,312
CAAGTG 0,205 422 368,586 1,145 0,003 367 353,604 1,038 0,245
CAACTG 0,135 226 242,419 0,932 0,862 198 232,565 0,851 0,991
CATATG 0,145 293 260,882 1,123 0,027 223 250,278 0,891 0,962
CATGTG 0,242 469 434,148 1,080 0,051 446 416,502 1,071 0,079
CATCTG 0,125 207 224,981 0,920 0,892 232 215,836 1,075 0,143
CAGCTG 0,041 84 74,367 1,130 0,145 61 71,344 0,855 0,903
CAGGTG 0,061 98 108,729 0,901 0,860 120 104,310 1,150 0,071




























La respuesta de las plantas frente a las fluctuaciones de Pi en el medio es un 
proceso complejo y altamente regulado. A lo largo de la evolución, las plantas han 
desarrollado una serie de sistemas adaptativos para hacer frente a las privaciones de Pi, 
que implican cambios a nivel de desarrollo, fisiológicos, bioquímicos y moleculares 
(Raghothama, 1999; Abel y col., 2002; Franco-Zorrilla y col., 2004; Ticconi y Abel, 
2004; Rouached y col., 2010). En este trabajo se ha abordado la búsqueda de nuevos 
genes que intervengan en la regulación de la respuesta dependiente del estatus de Pi del 
medio en Arabidopsis. Para lograr este fin, se ha utilizado una estrategia basada en la 
búsqueda de proteínas que interaccionaran con un regulador clave de la respuesta, 
SPX1, utilizando la tecnología de los dos híbridos en levaduras. Los resultados 
obtenidos sugieren la participación de SPX1 en diversos procesos biológicos. Entre 
ellos, se encuentran los controlados por bHLH149, una proteína nuclear para la que se 
propone un papel clave en el control del crecimiento mediado por el nivel de Pi del 
medio. 
 
1. MULTIPLES PROCESOS BIOLÓGICOS POTENCIALMENTE 
REGULADOS POR SPX1 
 
 La proteína SPX1 (Duan y col., 2008) posee el dominio SPX (SYG1, PHO81 y 
XPR1) presente en varias proteínas eucariotas implicadas en transducción de señal 
(Barabote y col., 2006). En plantas, se ha descrito que la mayor parte de las proteínas 
portadoras de este dominio participan en la adaptación medioambiental o en la 
regulación interna de la homeostasis mineral (Duan y col., 2008). Por ejemplo, se ha 
identificado el gen IDS4 que se expresa en raíces de plantas de cebada cultivadas sin 
hierro (Nakanishi y col., 1993). Por su parte, el gen NLA es un regulador positivo de 
algunas de las respuestas adaptativas que se desarrollan en Arabidopsis durante el 
crecimiento a baja concentración de nitrógeno (Peng y col., 2007). En lo que respecta a 
la respuesta frente al ayuno de Pi, se ha descrito que la proteína PHO1 de Arabidopsis 
participa en los procesos de carga del macronutriente al xilema (Hamburger y col., 
2002; Poirier y col., 1991) y algunas proteínas homólogas a PHO1 participarían en la 
carga de Pi al xilema y en la señalización del estatus de dicho nutriente (Wang y col., 
2004). Estudios realizados en nuestro laboratorio indican que SPX1 y SPX2 actúan 
reprimiendo las respuestas al ayuno de Pi, probablemente a través de la inhibición de la 
unión de PHR1 al motivo P1BS (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar).  
Con objeto de identificar nuevas proteínas reguladoras de las respuestas a la 
carencia de Pi se realizó un escrutinio de proteínas que interaccionaran con SPX1 
mediante el sistema de los dos híbridos en levaduras. En el campo de la biología 
molecular de plantas esta estrategia se ha utilizado exitosamente para la detección de 
proteínas que interaccionan con fitocromos, criptocromos, factores de transcripción, 
proteínas integrantes del reloj circadiano y en la resistencia a patógenos (revisado en 
Causier y Davies, 2002; Kersten y col., 2002).  
De todos los positivos obtenidos se seleccionaron aquellos que correspondían a 
las interacciones más fuertes (crecen en condiciones muy restrictivas en ensayos de 
complementación de auxotrofías y además poseen actividad -galactosidasa). El estudio 
de la ontología de las proteínas que interaccionan con SPX1 sugiere su participación en 
una amplia gama de procesos biológicos, como la regulación de factores de 
transcripción, procesamiento del RNA, desarrollo embrionario, procesos de biosíntesis 
dependiente de ATP, además de regular o ser regulado por el proteosoma (Tabla 3). Se 
continuó con el estudio más detallado del gen bHLH149, por codificar una proteína 
implicada en la regulación de la transcripción, ser nuclear como la proteína SPX1 y 
pertenecer a la misma familia que el gen PHO4 de S. cerevisiae implicado en la 
activación del regulón PHO (revisado en Lenburg y O´Shea, 1996). 
 
2. LA ALTERACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN bHLH149 
AFECTA AL CRECIMIENTO DE LA PLANTA 
 
Los datos obtenidos del análisis de plantas transgénicas que sobreexpresan 
bHLH149 y con actividad disminuida del mismo gen apuntan a un papel de esta 
proteína en el control del crecimiento de la planta. Así, la sobreexpresión de bHLH149 
provoca una disminución en el crecimiento en la parte aérea y en la raíz (Figura 19 y 
20), siendo estos fenotipos más acusados en estadíos adultos. No se observaron efectos 
singulares dependientes de la cantidad de Pi del medio al cultivar las líneas de 
sobreexpresión de bHLH149, a excepción de la reducción en el número de raíces 




tamaño de las plantas de estas líneas está asociada a una reducción del tamaño celular 
(Figura 21).  
El efecto de la sobreexpresión de bHLH149 sobre el crecimiento parece 
improbable que se deba a un artefacto causado por la desregulación de la maquinaria 
transcripcional, ya que los efectos observados en línea ox-bHLH149 son opuestos a los 
observados en la línea RNAi-bHLH149. Así, si bien el tamaño global medido como 
biomasa de la línea con actividad disminuida de bHLH149 no presenta diferencias 
significativas respecto al genotipo silvestre (Figura 37B), el tamaño celular es mayor 
(Figura 21). Además, la alteración en la expresión de bHLH149 en el mutante pho2 
produce cambios en el tamaño de la planta. La sobreexpresión de bHLH149 en dicho 
fondo genético presenta una disminución del tamaño de la planta incluso mayor  que en 
fondo silvestre, mientras que en la línea de interferencia se observó el efecto contrario 
(Figura 37). Todos estos datos indican que el gen bHLH149 regula de manera negativa 
el tamaño celular y el tamaño de la planta, aunque no existe una correlación estricta 
entre ambos parámetros, puesto que la disminución de la actividad de bHLH149 en 
fondo genético silvestre sólo afecta al tamaño celular (Figura 21) y no al porte de la 
planta (Figura 37). Esta falta de correlación no es tan extraña ya que el tamaño de la 
planta viene determinado tanto por el número de células como por su tamaño (González 
y col., 2010). En consonancia con esta hipótesis, la sobreexpresión de bHLH149 
presenta un 50% más de células epidérmicas por unidad de superficie foliar, indicando 
una reducción en el tamaño de las células, mayor que el del porte de la planta (22%), 
por lo que el número de células es mayor. Además, la línea de interferencia de 
bHLH149 presenta un 19% menos de células por superficie foliar y la misma masa que 
el genotipo silvestre (Figura 21). 
Los datos disponibles hasta el momento sugieren que bHLH149 controla 
positivamente la división celular. En este sentido, el estudio de los patrones de 
expresión durante el desarrollo indica que bHLH149 se expresa en estadíos tempranos 
del desarrollo foliar (Figura 11A) y más específicamente, los análisis histoquímicos han 
permitido delimitar la expresión de este gen en la base de las hojas jóvenes (Figura 11B) 
y en el ápice de la raíz, zonas con alta tasa de división celular (Figura 14B). bHLH149 
posee una alta tasa de transcripción en callos (Figura 11D) y además, se ha observado 
que los callos procedentes de las líneas que sobreexpresan bHLH149 presentan un 
incremento en la tasa de proliferación celular respecto del genotipo silvestre (Figura 
25A). Todos estos datos indican de nuevo la relación de bHLH149 con los procesos de 
proliferación celular. 
 
3. POSIBLE PAPEL DE bHLH149 EN LA SEÑALIZACIÓN HORMONAL 
 
Las plantas a lo largo de la evolución han desarrollado una compleja red de 
regulación que integra la progresión del ciclo celular, el crecimiento y el desarrollo en 
respuesta a los estímulos internos y medioambientales (Gutiérrez y col., 2002). El 
control de la proliferación celular y la diferenciación durante el desarrollo depende, en 
la mayoría de los casos, de la acción coordinada de las hormonas vegetales (Ramírez-
Parra y col., 2005). Los datos obtenidos del estudio de bHLH149 indican su 
participación en las rutas de señalización de varias de estas hormonas, tales como 
citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides. 
Las citoquininas son hormonas que participan en diversos procesos como 
división celular, la morfogénesis de hojas y raíces, la maduración de los cloroplastos, la 
expansión celular y prevención de la senescencia (Taiz y Zeiguer, 2006). Además, 
participan en las respuestas frente a la carencia de Pi ya que la adición exógena de estas 
hormonas reprime la transcripción de la mayoría de los genes que se inducen durante la 
carencia de Pi en la raíz (Martín y col., 2000; Franco-Zorrilla y col., 2002 y 2005). La 
implicación de bHLH149 en la ruta de señalización por citoquininas está apoyada por el 
hecho de que su transcripción se induce en respuesta a la aplicación de dicha hormona 
(Figura 14A). Además, la sobreexpresión de bHLH149 provoca que los callos sean más 
grandes y más verdes (Figura 25A), efecto reminiscente de la actividad de esta hormona 
al igual que el adelanto en la senescencia tanto de los callos de las líneas RNAi-
bHLH149 cultivados sin aporte hormonal (Figura 25B) como en las hojas escindidas 
(Figura 24). 
Las giberelinas son hormonas implicadas en diversos procesos fisiológicos como 
la germinación de las semillas, el crecimiento de la raíz, la elongación del hipocotilo, la 
expansión de las hojas e iniciación del desarrollo floral (Hooley, 1994 y Richards y col., 
2001). Cuando las plantas se cultivan en medios con bajas concentraciones de Pi se 
produce una disminución en los niveles de giberelinas activas, que se correlaciona con 
un incremento en la acumulación de la proteína RGA que modula, entre otras 
respuestas, la acumulación de antocianinas y el crecimiento de pelos radiculares (Jiang 




sugerida por el hecho de la que transcripción del gen se induce en los hipocotilos y en 
los haces vasculares de los cotiledones en respuesta a estas hormonas (Figura 14B). 
Además, las líneas RNAi-bHLH149 mostraron una mayor sensibilidad a la hormona en 
el ensayo de crecimiento de hipocotilos (Figura 26). Este resultado apunta a un papel de 
bHLH149 como represor de la actividad de la giberelinas. 
Los brasinoesteroides son hormonas implicadas en diversos procesos tales como 
la expansión celular y la diferenciación del xilema (Friederichsen y col., 2002). 
Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio indican que cuando las plantas 
se cultivan en medios sin Pi se produce un aumento en la acumulación de la isoforma 
fosforilada de la proteína BES1 (inactiva), indicando que durante el ayuno de Pi la ruta 
de señalización mediada por brasinoesteroides se encuentra reprimida (M.I. Puga y J 
Paz-Ares, resultados sin publicar). El papel de bHLH149 en relación a su participación 
en la ruta de señalización de brasinoesteroides es el mejor establecido. En este sentido 
bHLH149 y otras tres proteínas homólogas (subfamilia AIF; ATBS1 INTERACTING 
FACTOR) interaccionan tanto en levaduras como funcionalmente con la proteína 
ATBS1, regulador positivo de la señalización en respuesta a brasinoesteroides (Wang y 
col., 2009). Se postula que el modo de actuación a través del cual ATBS1 ejerce esta 
regulación consiste en el secuestro de componentes negativos de la ruta tales como las 
proteína AIF (Wang y col., 2009). El hecho de que las cuatro proteínas AIF  
interaccionen con ATBS1 indicaría que tienen funciones redundantes, si bien esta 
posibilidad no se ha analizado en detalle. Además la sobreexpresión de ATBS1 aumenta 
el tamaño celular en el fondo genético bri1-301 (Wang y col., 2009), indicando una 
relación entre el control de la división/elongación celular y la ruta de señalización por 
brasinoesteroides. Asimismo, nuestros resultados en estudios de levaduras han mostrado 
que bHLH149 interacciona en levaduras con las proteína BEE1 y BEE2 
(BRASINOESTEROID ENHANCED EXPRESSION, Friedrichsen y col., 2002) (Tabla 
5), al igual que AIF1 (Wang y col., 2009). BEE1 y BEE2 codifican proteínas 
pertenecientes a la familia bHLH con capacidad de unión a DNA, y su expresión se 
induce en respuesta a la adición de la hormona (Friedrichsen y col., 2002). Además, el 
triple mutante bee1, bee2, bee3 se caracteriza por el reducido tamaño de algunos de sus 
órganos, como el hipocotilo y el gineceo, como ocurre en las plantas que sobreexpresan 
bHLH149 (Figura 26). Por el contrario, la expresión constitutiva de BEE1 provoca el 
efecto opuesto respecto al tamaño del gineceo (Friedrichsen y col., 2002). Además, los 
brasinoesteroides controlan la proliferación celular en las hojas (Nakaya y col., 2002). 
Con todo lo expuesto anteriormente, el modelo que proponemos es que bHLH149 
podría actuar como represor de la señalización por brasinoesteroides inhibiendo la unión 
de BEE1 y BEE2 al DNA. A su vez, la actividad de bHLH149 está regulada 
negativamente por ATBS1. El efecto inhibidor de bHLH149 sobre las rutas de 
señalización por brasinoesteroides y por giberelinas está en línea con la bien establecida 
interacción de ambas rutas. Por ejemplo la aplicación exógena de brasinoesteroides a 
plantas de Arabidopsis revierte los defectos de la germinación de mutantes insensibles o 
defectivos de la síntesis de giberelinas (Steber y McCourt, 2001). Con todo lo expuesto 
anteriormente, bHLH149 podría representar un elemento de conexión entre ambas rutas 
de señalización hormonal (Figura 40). 
 
 
Figura 40 Modelo propuesto del papel de bHLH149 en la señalización hormonal. Con las líneas 
naranjas se muestra la regulación a nivel de proteína y con las líneas azules se representa la 
regulación a nivel transcripcional. 
 
 
4. PAPEL DE bHLH149 EN EL CONTROL DE LA SENESCENCIA 
 
La senescencia foliar es un proceso degenerativo que constituye la etapa final 
del desarrollo de las hojas. Este proceso está determinado por factores intrínsecos, como 
las hormonas y la reproducción, y factores medioambientales tanto bióticos como 
abióticos (Lim y col., 2007). Los resultados obtenidos respecto a la participación de 
bHLH149 no son del todo congruentes desde una perspectiva simple. Por una parte, las 











cultivarse en medio carente de Pi (Figura 19A) y en los callos al eliminar el aporte 
hormonal (Figura 24B), así como en hojas jóvenes escindidas e incubadas en agua y 
oscuridad (Figura 24). Estos datos estarían en consonancia con un papel de bHLH149 
en la prevención de la senescencia inducida por estrés. 
Por otra parte, la alteración en la expresión de bHLH149 en fondo mutante pho2 
provoca en las plantas efectos diferentes a los observados en el genotipo silvestre. El 
gen PHO2 se expresa en hojas senescentes y tras tratamientos que inducen la 
senescencia como el ayuno de nitrógeno y la noche prolongada (Bari y col., 2006). 
Además, el mutante pho2 posee una aceleración de la senescencia debido a que no es 
capaz de movilizar el nutriente de las hojas viejas a las jóvenes y se produce un exceso 
de Pi (Chiou y col., 2006; Aung y col., 2006; Delhaize y Randall, 1995). La diminución 
de la actividad de bHLH149 en fondo genético pho2 recupera el fenotipo silvestre en lo 
que se refiere a senescencia/muerte celular (Figura 38A y B), mientras que la 
sobreexpresión de bHLH149 exacerba dicho fenotipo (Figura 38C y D). Aunque no se 
dispone de una explicación definitiva para esta aparente contradicción, hay que resaltar 
que la aceleración de la senescencia/muerte celular en el mutante pho2 puede implicar 
un programa genético distinto del inhibido por bHLH149, y por tanto la alteración de la 
actividad de dicho gen en el fondo genético pho2 puede dar lugar a un resultado opuesto 
al que ocurre en el genotipo silvestre. Un paralelismo en este sentido es el efecto que 
ejercen las hormonas en función del órgano donde estén actuando. En el caso de las 
citoquininas, en la parte aérea estimulan la ramificación y en la raíz inhiben el 
crecimiento (Taiz y Zeiger, 2006). 
 
5. MECANISMO DE ACCIÓN E INTEGRACIÓN DE bHLH149 EN LA 
RUTA DE AYUNO DE Pi  
 
La proteína bHLH149 es una proteína nuclear cuya localización subcelular no 
varía en función del estatus de Pi en el que se hayan cultivado las plantas (Figura 15), al 
igual de lo que ocurre con otras proteínas implicadas en la homeostasis del Pi tales 
como PHR1 (Rubio y col., 2001), bHLH32 (Chen y col., 2007), WRKY75 (Devaih y 
col., 2007) y ZAT6 (Devaih y col., 2009). Aunque su localización subcelular no varía 
en función del estatus de Pi, la proteína HA-bHLH149 se acumula más en plantas 
cultivadas sin Pi (Figura 34).  
Los análisis de la secuencia aminoacídica indican que esta proteína posee un 
número bajo de aminoácidos básicos en su dominio básico además de carecer de los 
residuos E13/K16, críticos para la unión con el DNA (Toledo-Ortiz y col., 2003). Los 
estudios de interacción proteína-DNA realizados en este trabajo indican que la proteína 
bHLH149 no une a DNA (Figura 10), confirmando esta hipótesis. En los últimos años 
se han caracterizado cuatro proteínas, KIDARI (Hyun y Lee, 2006), PAR1 y PAR2 
(Bou-Torrent y col., 2008) y AIF1 (Wang y col., 2009), pertenecientes a la subfamilia 
de bHLH149 sin capacidad de unión a DNA que actúan como represores de diversos 
procesos biológicos, probablemente a través de la formación de heterodímeros con 
otros bHLH con capacidad de unión a DNA (Massari y Murre, 2000), de manera 
similar a las proteínas Id1 de humanos (Norton, 2000) y EMC de Drosophila 
malanogaster (Campuzano, 2001). Además, los resultados sobre ATBS1 muestran que 
este tipo de proteínas podrían interferir su función entre sí (Wang y col., 2009). 
En lo que respecta a bHLH149, como se ha discutido anteriormente, las proteínas 
BEE1 y BEE2 serían dos posibles candidatos para formar heterodímeros con bHLH149 
ya que interaccionan en el sistema de los dos híbridos y la expresión ectópica de 
bHLH149 y de BEE1 poseen efectos fenotípicos opuestos. Dada la interacción de la 
proteína bHLH149 con componentes de la ruta de respuesta frente a la carencia de Pi, 
otro posible candidato a ser controlado por bHLH149 sería la proteína bHLH32 (Chen y 
col., 2007). La proteína bHLH32 actúa como represora de algunas de las respuestas que 
se desarrollan durante el ayuno de Pi como son la proliferación de pelos radiculares y la 
acumulación de antocianinas (Chen y col., 2007). Sin embargo, los resultados 
presentados en este trabajo indican que bHLH149 no regula a bHLH32, ya que la 
proliferación de pelos radiculares y la acumulación de antocianinas en respuesta al 
ayuno de Pi no están alteradas en las líneas ox-bHLH149 y RNAi-bHLH149, indicando 
que no existe interacción genética entre ambas proteínas. Además, no se observó 
interacción de ambas proteínas en el ensayo de los dos híbridos en levaduras (Tabla 5). 
El papel de bHLH149 como inhibidor de otros bHLHs que unen a DNA está 
avalado por los resultados de los análisis transcriptómicos de plantas con los niveles de 
bHLH149 alterados. Así se han identificado 43 genes, de los cuales 34 de ellos están 
regulados negativamente y 9 positivamente en respuesta a la alteración de la actividad 
de bHLH149 (Tabla 6). Los genes regulados negativamente presentan en sus 
promotores un enriquecimiento en el motivo CAHGTG reconocido por proteínas bHLH 




conjunto de genes cuya transcripción disminuye en respuesta a la alteración de los 
niveles de bHLH149 está enriquecido en genes que se inducen durante la carencia de Pi 
(Tabla 8), lo que apuntaría a un papel de bHLH149 como atenuador de algunas de las 
respuestas que se producen durante el ayuno de dicho nutriente. 
En lo que respecta al papel fisiológico de bHLH149, los resultados obtenidos en 
este trabajo indican que no participa en procesos tales como la acumulación de 
antocianinas en respuesta al estrés o la homeostasis de Pi (Figura 31 y 36), centrándose 
su participación en el control del crecimiento dependiente de Pi. El hecho de que los 
resultados transcriptómicos no reflejen alteraciones significativas en los niveles de 
transcripción de genes implicados en la división/elongación celular puede deberse a que 
dichos procesos ocurren en un  bajo número células, lo que contribuye a diluir los 
resultados (Beemster y col., 2005). La participación del gen bHLH149 en la respuesta al 
ayuno de Pi está avalada por los efectos fenotípicos provocados por la alteración en los 
niveles de expresión de bHLH149 y la interacción tanto con SPX1 como con PHO2.  
En relación a la interacción de bHLH149 y SPX1 hay que resaltar que es mayor 
cuando los niveles de Pi en la planta son bajos (Figura 34), al contrario de lo que ocurre 
con la interacción de SPX1 y PHR1, que es mayor cuando los niveles de Pi de la planta 
son altos (M.I. Puga y J. Paz-Ares). Al cultivar las plantas que sobreexpresan SPX1 y 
bHLH149 en medios con baja concentración de Pi se observa que se produce una 
disminución en la biomasa (Figura 33A) y ésta va acompañada de un aumento en la 
acumulación de bHLH149, por lo que SPX1 podría estar implicado en la acumulación 
de la proteína bHLH149 en las plantas cultivadas en baja concentración de Pi (Figura 
33).  
En lo que respecta a la interacción bHLH149 y PHO2, los resultados obtenidos a 
nivel molecular son congruentes con los datos obtenidos del análisis fenotípico de las 
líneas ox-bHLH149 y RNAi-bHLH149 en fondo mutante pho2 (Figura 37), de los que 
se deduce que ambos genes participan de manera antagonista en el crecimiento. 
Además, los datos moleculares indican que PHO2 regula negativamente la acumulación 
de bHLH149 (Figura 39B), resultado de interés ya que es la primera vez que se obtienen 
evidencias del posible papel de PHO2 como modulador negativo de la acumulación de 
proteínas en la respuesta a Pi. 
De acuerdo con los datos obtenidos en esta tesis junto con los disponibles en la 
bibliografía, se propone el siguiente modelo de actuación de bHLH149 en relación al 
estatus de Pi del medio. Cuando una planta adulta crece en un medio con Pi, SPX1 se 
une a PHR1, inhibiendo su actividad (M.I. Puga y J. Paz-Ares, resultados sin publicar). 
En estas condiciones, la proteína PHO2 regula negativamente los niveles de 
acumulación de bHLH149 y se produce el crecimiento normal de la planta. Una vez que 
comienza la situación de ayuno, se produce un incremento en la transcripción de 
miR399 inducida por PHR1, y el miR399 dirige el corte del tránscrito de PHO2 (Aung 
y col., 2006; Bari y col., 2006; Franco-Zorilla y col., 2007). Al disminuir los niveles de 
proteína PHO2 se produce un aumento en la acumulación de la proteína bHLH149, que 
se traduce en una disminución de la producción de biomasa. Por otro lado, durante el 
ayuno se produce un aumento en la transcripción del gen SPX1 (Franco-Zorilla y col., 
2005), cuya proteína se une de manera más eficiente a la proteína bHLH149. A su vez, 
SPX1 regula de manera positiva la acumulación de bHLH149, que provoca una parada 
en la producción de biomasa, ejerciendo su efecto probablemente a través de la 
represión de la ruta de señalización por brasinoesteroides a través de heterodimerización 
con BEE1 y BEE2. En resumen, bHLH149 estaría controlando la producción de 
biomasa dependiente de la cantidad de Pi del medio, ejerciendo su efecto a través de la 
ruta de señalización de los brasinoesteroides. El control de la actividad de bHLH149 
dependiente de Pi se llevaría a cabo por SPX1 y PHO2. 
 
Figura 41 Modelo de la ruta de señalización del ayuno de Pi. En este modelo se propone que 
bHLH149 controla el crecimiento dependiente de la cantidad de Pi del medio. Con las líneas de color 























































1. La identificación de proteínas que interaccionan con SPX1 sugiere su participación 
en una amplia gama de procesos biológicos tales como la regulación de factores de 
transcripción, procesamiento del RNA, desarrollo embrionario, procesos de biosíntesis 
dependiente de ATP además de regular o ser regulado por el proteosoma. 
 
2. SPX1 interacciona físicamente tanto in vitro como in vivo con bHLH149, una 
proteína bHLH atípica que no une a DNA. Esta interacción depende del dominio SPX. 
 
3. El gen bHLH149 se expresa en estadíos tempranos del desarrollo foliar y en zonas 
con alta tasa de división celular. La sobreexpresión de bHLH149 provoca un incremento 
en la tasa de proliferación celular en callos, lo que apunta que bHLH149 regula 
positivamente dicho proceso. Por otra parte, los análisis fenotípicos de plantas 
transgénicas con la expresión alterada de bHLH149 indican que dicho gen controla 
negativamente la elongación celular. El efecto neto sobre división/elongación celular es 
generalmente una reducción en la acumulación de la biomasa. 
 
4. El gen bHLH149 participa en la prevención de la senescencia inducida por estrés. Los 
fenotipos de senescencia/muerte celular observados en las líneas ox-bHLH149 y RNAi-
bHLH149 en fondo mutante pho2 apuntan a que el programa de senescencia/muerte 
celular controlado por PHO2 es distinto del inhibido por bHLH149. 
 
5. El gen bHLH149 puede representar un importante nodo en el contexto de las rutas de 
señalización de varias hormonas. Así, bHLH149 se induce por citoquininas y por 
giberelinas y tiene un efecto represor sobre la ruta de transducción de la señal de los 
brasinoesteroides. 
 
6. A nivel molecular, bHLH149 probablemente actúa interfiriendo con la capacidad de 
unión a DNA de proteínas de la familia bHLH tales como BEE1 y BEE2, con las que 
interacciona en el sistema de dos híbridos en levaduras.  
 
7. El papel de bHLH149 como inhibidor de otros bHLH con capacidad de unión a DNA 
está avalado por los resultados transcriptómicos obtenidos mediante micromatrices. El 
análisis de las secuencias promotoras proximales de los genes que se reprimen en 
respuesta a la alteración en los niveles de bHLH149 indica un enriquecimiento en la 
presencia del motivo CAHGTG, secuencia reconocida por las proteínas bHLH con 
capacidad de unión a DNA. Además, los genes cuya transcripción disminuye en 
respuesta a la alteración de la actividad de bHLH149 están enriquecidos en genes que se 
inducen durante la carencia de Pi, lo que apuntaría a un papel de este gen como 
atemperador de algunas de las respuestas que se producen durante el ayuno de Pi. 
 
8. La proteína bHLH149 interacciona no solamente con SPX1 sino también con PHO2, 
un gen clave en el control de la homeostasis del Pi, en el sistema de dos híbridos en 
levaduras así como (semi) in planta.  
 
9. La interacción de bHLH149 con SPX1 es negativamente dependiente del nivel de Pi 
de la planta y los análisis presentados en este trabajo sugieren que SPX1 regula 
positivamente la acumulación de la proteína bHLH149. 
 
10. La interacción de PHO2 con bHLH149 tiene como consecuencia la disminución en 
la estabilidad de ésta, lo cual es consistente con el papel esperado para PHO2 en la ruta 
de degradación de proteínas mediada por el proteosoma. 
 
11. Los experimentos presentados en esta memoria indican que el gen bHLH149 regula 
el crecimiento de la planta dependiente de la cantidad de Pi del medio a través de la 
interacción con SPX1 y PHO2, ejerciendo este control a través de la ruta de 
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